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Zusammenfassung 
Glucocorticoide finden aufgrundihrer starken anti-inflammatorischen und immunsuppressiven 
Wirkung eine breite therapeutische Anwendung, die jedoch längerfristig von unerwünschten 
Nebenwirkungen begleitet wird. Die Aufklärung der molekularen Wirkungsmechanismen 
dieser Hormone ist deshalb von großem wissenschaftlichem und medizinischem Interesse. 
Die Wirkung von Glucocorticoiden wird in einer Zelle durch ihren Rezeptor (Gluco-
corticoidrezeptor, GR) vermittelt, der als ligandenabhängiger Transkriptionsfaktor im Zellkern 
die Expression von Genen induziert oder reprimiert. Mechanistisch gesehen könnten die 
erwünschten und unerwünschten Wirkungen einer Glucocorticoidtherapie aus diesen beiden 
genregulatorischen Eigenschaften des GR resultieren, weshalb es seit langem das Ziel vieler 
Untersuchungen ist, diese beiden Funktionen des GR zu trennen. Da viele immunregulatorische 
Gene durch Glucocorticoide reprimiert werden, ist anzunehmen, daß die Repression der 
Genexpression durch den GR für die entzündungshemmende Wirkung dieser Hormone 
verantwortlich ist. 
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von Mutanten des GR gezeigt, daß zwar zwei 
verschiedene Mechanismen der Glucocorticoid-vermittelten Genrepression existieren, der GR 
jedoch Gene, die an Immun- und Entzündungsreaktionen beteiligt sind, vermutlich durch einen 
einheitlichen Mechanismus reprimiert. Dieser Mechanismus konnte von der transkriptioneilen 
Aktivierung von Genen durch den GR klar unterschieden werden. Diese Unterscheidung war 
auch durch die Verwendung synthetischer Liganden des GR möglich, die nur die Aktivierung, 
nichtjedoch die Repression von Genen vermittelten. Ein Vergleich der anti-inflammatorischen 
und genregulatorischen Eigenschaften dieser Steroid-Analoga zeigte, daß tatsächlich die 
transkriptioneile Repression von Genen durch den GR, nicht jedoch die Transaktivierung, mit 
der entzündungshemmenden Wirkung von Glucocorticoiden korreliert. 
Da NF-KB der wichtigste regulatorische Transkriptionsfaktor bei der Expression immun-
regulatorischer Gene ist, beruht die anti-inflammatorische Wirkung von Glucocorticoiden 
vermutlich größtenteils auf der Hemmung seiner Aktivität durch den GR. Bei der Untersuchung 
des molekularen Mechanismus dieser Hemmung konnte ausgeschlossen werden, daß die 
genaktivierende Eigenschaft des GR indirekt (über eine verstärkte Synthese des Inhibitor-
proteins IKBa) an der Repression der NF-KB-Aktivität und dadurch an der Vermittlung anti-
inflammatorischer Effekte beteiligt ist. Die negative Regulation von NF-KB durch den GR 
kommt eher durch eine Protein-Protein-Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen zustande. 
Diese Arbeit unterstützt somit die Hypothese, daß die therapeutische Wirksamkeit von 
Glucocorticoiden als anti-inflammatorische Substanzen mit verringerten Nebenwirkungen durch 
Trennung der genregulatorischen Eigenschaften des GR verbessert werden kann. 
Transcri:ptional repression as molecular basis of the 
anti-Inflammatory action of glucocorticoids 
Summary 
The strong anti-inflammatory and immunsuppressive action of glucocorticoids has provided 
this hormones with a widespread therapeutic usage. Their long-term application is however 
accompanied by undesired side effects. Elucidation of the molecular mode of action of 
glucocorticoids is therefore of great scientific and medical interest. 
The cellular action of glucocorticoids is mediated by a liganded receptor protein, the 
glucocorticoid receptor (GR), which induces or represses the expression of genes in the 
nucleus. Mechanistically the desirable and undesirable effects of glucocorticoid therapy may 
arise from this ability of the GR to differentially regulate the expression of genes and this has 
been the subject of several investigations over the years. Since several immune-regulatory 
genes are repressed by glucocorticoids, it can be assumed that the repression of gene 
expression by the GR is responsible for the anti-inflammatory effects of these hormones. 
In the present study it has been shown with the help of GR mutants that in general two different 
mechanisms of glucocorticoid-mediated downregulation of gene expression exist. However, 
genes that are involved in immune and inflammatory reactions are repressed by the GR most 
likely through a uniform mechanism. This mechanism can clearly be distinguished from the 
transcriptional activation of genes by the GR. This distinction was also possible by the use of 
synthetic ligands of the GR that only activated but did not repress genes. A comparison of the 
anti-inflammatory action and regulatory properties of these steroid analogs on gene expression 
indicated that transcriptional repression but not activation by the GR correlated with the anti-
inflammatory effects of glucocorticoids. 
As NF-KB is the most important transcription factor in the expression of immune-regulatory 
genes, the anti-inflammatory action of glucocorticoids is presumably based to a large extent on 
inhibition of NF-KB-activity by the GR. In the molecular analysis of this regulatory action, a 
transactivating function of the GR involved in the synthesis of the inhibitor protein IKBa was 
excluded as an indirect cause of GR-mediated downregulation of NF-KB-activity and of the 
anti-inflammatory process. Instead the negative regulation of NF-KB by the GR is brought 
about by a protein-protein-interaction of NF-KB and the GR. 
This work therefore supports the hypothesis that the therapeutic efficacy of glucocorticoids as 
anti-inflammatory substances with reduced side effects can be improved by dissociation of the 
regulatory activities of the GR at the level of gene expression. 
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Das Hormonsystem des menschlichen Körpers stellt eine wichtige informationsübertragende 
Instanz dar, die eine Vielzahllebensnotwendiger physiologischer Prozesse steuert. Hormone 
wirken dabei als Botenstoffe, die ein Signal von den endokrinen Zellen ihres Bildungsorts über 
den Blutstrom an eine Zielzelle in ihrem Erfolgsorgan weiterleiten. 
Steroidhormone bilden innerhalb dieses Systems eine Gruppe von Substanzen, die aufgrund 
ihrer Struktur und Wirkungsweise zusammengefaßt werden. Ihre Biosynthese geht von 
Cholesterol aus, weshalb allen diesen Hormonen als Grundstruktur ein Cyclopentan-
phenantren-Gerüst gemeinsam ist. Zur Gruppe der Stereidhormone gehören die adrenalen 
Mineralocorticoide (Aldosteron) und Glucocorticoide (Cortisol, Corticosteron), die weiblichen 
(Estrogen, Progesteron) und männlichen (Testosteron) Gonadenhormone, sowie das Calcitrial 
(1,25-Dihydroxy-Vitamin D3) aber auch das Häutungshormon der Arthropoden (Ecdyson). 
Aufgrund ihres lipophilen Charakters können Steroidhormone durch passive Diffusion die 
Membran ihrer Zielzelle durchdringen. Dort entfalten sie ihre Wirkung durch Bindung an ein 
spezifisches Rezeptorprotein. Dieser Stereidrezeptor vermittelt die Hormonwirkung größtenteils 
auf Ebene der Genexpression. Er kontrolliert differenziert die Expression spezifischer Gene 
(zur Übersicht siehe Beato, 1989; Cato et al., 1992a; Mangelsdorf et al., 1995). So können 
verschiedene Steroidhormone trotz ihrer Ähnlichkeit in Struktur und Wirkungsweise ganz 
unterschiedliche Wirkungen bei der Entwicklung und Differenzierung eines Organismus, sowie 
bei der Regulation physiologischer Prozesse entfalten. 
Die Beteiligung von Stereidhormonen an diversen biologischen Prozessen macht es natürlich 
auch attraktiv, ihre Eigenschaften für klinische Zwecke zu nutzen. Vor allem die weiblichen 
Gonadenhormone als Kontrazeptiva und die adrenalen Glucocorticoide als entzündungs-
hemmende Substanzen haben diesbezüglich eine große Bedeutung erlangt. Die 
unterschiedlichen Wirkungen von Glucocorticoiden, gerade bei ihrer therapeutischen 
Anwendung, haben auch das Interesse dieser Arbeit begründet. Im Folgenden wird daher die 
Wirkung von Stereidhormonen am Beispiel der Glucocorticoide genauer dargestellt. 
1.1 Biologische Wirkungen von Glucocorticoiden 
Glucocorticoide spielen eine wichtige Rolle bei der embryonalen Entwicklung der Lunge und 
der Nebenniere (Cole et al., 1995). Im adulten Organismus regulieren sie den 
Kohlenhydratstoffwechsel, vermitteln Stress-Reaktionen und haben einen Einfluß auf das 
Nerven- und Immunsystem. Sie hemmen die Proliferation von Lymphocyten und sind in der 
Lage, Entzündungsreaktionen entgegenzuwirken (zur Übersicht siehe Baxter und Forsham, 
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1972; Munck und Toth, 1995). Bei stressinduzierten Reaktionen kommt es, ausgelöst durch die 
Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse, zu einer Ausschüttung von 
Glucocorticoiden aus der Nebenniere, welche die Immunfunktionen des Körpers stark 
beeinflussen (Blalock, 1994). Man vermutet, daß diese physiologische Regulation der 
Immunfunktionen durch Glucocorticoide die körpereigenen Abwehrmechanismen vor einer 
Überreaktion während einer Infektion oder Verletzung schützt (Munck et al., 1984). Diese 
physiologische Eigenschaft von Glucocorticoiden hat dazu geführt, daß diese Hormone sehr 
erfolgreich als anti-inflammatorische und immunsuppressive Medikamente Anwendung finden. 
Die Anwendung von Glucocorticoiden als therapeutische Wirkstoffe geht zurück bis in die 
Mitte dieses Jahrhunderts. Zu dieser Zeit etablierte sich die Nützlichkeit von Cortison bei der 
Reduktion der Symptome von rheumatischer Arthritis (Hench et al., 1949). Von da an fanden 
Glucocorticoide und ihre synthetischen Analoga eine breite Anwendung bei der Behandlung 
vieler inflammatorischer Erkrankungen. Heute haben diese Substanzen als Medikamente einen 
festen Platz in der Therapie von rheumatischer Arthritis, Allergien, Asthma und Erkrankungen 
des Kollagen-Gewebes (Cutroneo et al., 1986; Boumpas, 1993). 
Nach Langzeitanwendung von Glucocorticoiden treten jedoch verschiedene unerwünschte 
Nebenwirkungen auf. Dazu gehören beispielsweise Hautatrophien, Diabetes, Hypertonie, 
Störungen des Immunsystems mit erhöhter Infektanfälligkeit und Verlust von Mineralien aus 
Knochen, was zu Osteoporose führt (Cutroneo et al., 1986; Boumpas, 1993). Deshalb wurde 
schon seit längerem der Versuch unternommen, durch die Entwicklung modifizierter 
synthetischer Glucocorticoid-Analoga eine Trennung der nützlichen und unerwünschten 
Eigenschaften dieser Hormone zu erreichen (Töpert, 1988). Trotz intensiver Forschung war 
dieser Versuch jedoch bislang nur begrenzt erfolgreich. 
Um so erstaunlicher ist es, daß die molekularen Grundlagen der nützlichen therapeutischen 
Wirkungen von Glucocorticoiden, sowie die ihrer unerwünschten Nebenwirkungen, bisher 
noch weitgehend unbekannt sind. Möglicherweise reflektieren diese verschiedenartigen 
biologischen Eigenschaften von Glucocorticoiden ihre unterschiedlichen Wirkungen bei der 
Regulation der Expression spezifischer Gene. Will man zwischen diesen biologischen 
Eigenschaften differenzieren, so ist es deshalb notwendig, die molekulare Wirkungsweise 
dieser Steroidhormone genauer zu kennen. 
1.2 Struktur des Glucocorticoidrezeptors (GR) 
Wie andere Steroidhormone interagieren Glucocorticoide in ihren Zielzellen mit ihrem 
Rezeptorprotein, dem Glucocorticoidrezeptor (GR). Der GR gehört zu einer Klasse 
ligandenbindender Transkriptionsfaktoren, die neben den Rezeptoren für Glucocorticoide, 
Mineralocorticoide, Progesteron, Androgene und Estrogene auch Rezeptoren wie den Vitamin 
D3-Rezeptor, den Thyroidhormon-Rezeptor und den Rezeptor für Retinsäure enthält (Evans, 
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1988; Green und Chambon, 1988; Beato, 1989). Diese Steroid/Thyroid-Rezeptor Familie ist 
wiederum Teil der großen Superfamilie nuklearer Rezeptoren, für deren weitere Mitglieder 
natürliche Liganden bislang nicht bekannt sind (sogenannte Orphan-Rezeptoren; Mangelsdorf et 
al., 1995). 
Die strukturelle und funktionelle Verwandtschaft innerhalb dieser Superfamilie beruht auf der 
Domänenstruktur der Rezeptoren. Wie die anderen Mitglieder dieser Familie ist daher auch der 
GRaus drei Haupt-Domänen aufgebaut (Abb. 1): einer amino (N)-terminalen Domäne, einer 
zentralen DNA-Bindedomäne (DBD), die über eine Gelenk (hinge)-Region mit einer carboxy 
(C)-terminalen Hormon-Bindedomäne (HBD) verbunden ist (zur Übersicht siehe Evans, 1988; 
Beato, 1989; Cato et al., 1992a; Tsai und O'Malley, 1994; Beato et al., 1995). 
N c 
1 415 500 777 
Abb. 1: Schematische Darstellung der Domänenstruktur von Steroidhormonrezeptoren am 
Beispiel des menschlichen Glucocorticoidrezeptors. Eine Zuordnung der Rezeptorfunktionen zu den 
einzelnen Domänen ist im Text beschrieben. Die Zahlen bezeichnen Aminosäurepositionen. N, Amino-
Terminus; C, Carboxy-Terminus; AF-1, Aktivierungsfunktion 1; 't2, Transaktivierungsdomäne 't2; AF-2, 
Aktivierungsfunktion 2; DBD, DNA-Bindedomäne; h, hinge-Region; HBD, Hormon-Bindedomäne. 
Die N-terminale Domäne enthält einen Bereich, der wichtig für die Aktivierung der 
Transkription durch den Rezeptor ist, die Transaktivierungsdomäne tt1 (Hollenberg et al., 
1987; Godowski et al., 1988; Hollenberg und Evans, 1988; Cato et al., 1992a). Im GR 
befindet sich die aktive Kernregion dieser Domäne zwischen den Aminosäurepositionen 187 
und 244 und wird als Aktivierungsfunktion AF-1 bezeichnet (Dahlman-Wright et al., 1994). 
Die zentral gelegene DNA-Bindedomäne (DBD) ist innerhalb der Stereidrezeptor-Familie hoch 
konserviert. Sie ist durch zwei Zinkfinger-Motive charakterisiert, wobei jeweils ein Zink-Ion 
durch vier Cysteine koordiniert ist (siehe auch Abb. 4, Kapitel 3; Freedman et al., 1988). 
Aminosäuren im N-terminalen Zinkfinger der DBD sind für die sequenzspezifische Bindung an 
die DNA verantwortlich (Umesono und Evans, 1989; Härd et al., 1990; zur Übersicht siehe 
Zilliacus et al., 1995). Im C-terminalen Zinkfinger befinden sich Aminosäuren, die für die 
Dimerisierung von GR-Molekülen notwendig sind (Dimerisierungsdomäne, siehe Abb. 4, 
Kapitel3; Dahlman-Wright et al., 1991; zur Übersicht siehe Glass, 1994). 
Die DBD ist mit der Hormon-Bindedomäne (HBD) durch eine hinge-Region verbunden. In 
diesem Bereich befinden sich Sequenzen, die an der Translokation des Rezeptors in den Kern 
beteiligt sind (nuclear localization signal, NLS; Picard und Yamamoto, 1987). 
Die C-terminale Hormon-Bindedomäne (HBD) ist neben der Bindung des Stereidhormons 
(Carlstedt-Duke et al., 1988) auch an der Transaktivierung beteiligt. Es wurde eine 
Transaktivierungsdomäne 't2 gleich anschließend an die DBD beschrieben (Hollenberg und 
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Evans, 1988), sowie eine weitere Transaktivierungsfunktion AF-2 am C-terminalen Ende des 
Rezeptors (Aminosäuren 727-763), deren Aktivität im Gegensatz zur AF-1 im N-Terminus 
ligandenabhängig ist (Danielian et al., 1992). Ferner enthält diese Region ein Signal für die 
Interaktion mit Hitzeschockproteinen (Pratt et .al., 1988; Howard und Distelhorst, 1988), sowie 
ein zweites Signal für die Translokation des GRinden Kern (Picard und Yamamoto, 1987). 
1.3 Mechanismus der Steroidhormonwirkung am Beispiel des GR: 
Regulation der Genexpression 
Hitzeschockproteine wie Hsp90, Hsp70 und Hsp56 halten den GR in Abwesenheit seines 
Liganden inaktiv im Cytoplasma in einem Komplex mit weiteren Chaperon-Proteinen (Dittmar 
et al., 1997; zur Übersicht siehe Pratt, 1993). Dieser Multi-Proteinkomplex hält den Rezeptor in 
einer für die Ligandenbindung geeigneten Konformation. Durch Bindung des Hormons kommt 
es zu einer Dissoziation dieser assoziierten Proteine, wodurch der Rezeptor in einen 
transkriptioneil aktiven Zustand übergeht und in den Zellkern wandert (Denis et al., 1988; 
Howard und Distelhorst, 1988) (Abb. 2). In diesem aktiven Zustand ist der Rezeptor in der 
Lage, Homodimere auszubilden (Wrange et al., 1989), wobei nicht geklärt ist, ob diese 




Abb. 2: Vereinfachtes Modell der Steroidhormonwirkung am Beispiel von 
Glucocorticoiden. (Erklärungen siehe Text.) GR, Glucocorticoidrezeptor; Hsp, Hitzeschockproteine; GRE, 
auf Glucocorticoide reagierendes Element (glucocqrticoid response element); BTM, basale Transkriptions-
maschinerie. 
Im Zellkern entfaltet der ligandenaktivierte GR seine Wirkung, indem er die Expression 
spezifischer Gene reguliert. Dies kann durch Aktivierung der Transkription (Transaktivierung), 
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aber auch durch Repression der Transkription (Transrepression) verschiedener Gene erfolgen 
(Abb. 2). 
1. 3 .1 Positive Genregulation: Transaktivierung durch den G R 
Der GR induziert die Transkription von hormonregulierten Genen, indem er als Homodimer 
durch sein Zinkfinger-Motiv an spezifische Erkennungssequenzen in der Promotorregion dieser 
Gene bindet. Dabei handelt es sich um eine palindromische DNA-Sequenz (Konsensus: 
AGAACANNNTGTTCT), die man als Glucocorticoid-reagierendes-Element (glucocorticoid 
response element, GRE) bezeichnet (Abb. 2; zur Übersicht siehe Glass, 1994; Zilliacus et al., 
1995). Für die Transaktivierung hormonregulierter Gene ist eine Bindung des GRan die DNA 
als Homodimer absolut notwendig. Beispiele für diese positive Genregulation durch den GR 
sind das Gen für die an der Gluconeogenese beteiligte Tyrosin-Aminotransferase (Jantzen et 
al., 1987), der Lang Terminal Repeat (LTR)-Promotor des Maus Mamma Tumor Virus 
(MMTV) (Ponta et al., 1985) und das menschliche Metallothionein Ha-Gen (Karin et al., 
1984). 
Eine korrekte Initiation der Transkription erfordert einen Multiprotein-Komplex aus 
verschiedenen basalen Faktoren, der sich zusammen mit der RNA-Polymerase li an der 
Startstelle der Transkription (TATA-Box) anlagert (Transkriptions-Initiations-Komplex). Um 
die Transkription zu aktivieren, muß der GR nach Bindung an die DNA mit dieser basalen 
Transkriptionsmaschinerie kommunizieren, um direkt oder indirekt die Ausbildung dieses 
Komplexes zu ermöglichen und/oder ihn zu stabilisieren (Abb. 2). 
Es wurde gezeigt, daß Stereidrezeptoren in vitro direkt mit Komponenten des Transkriptions-
Initiations-Komplexes interagieren können, wie beispielsweise dem TATA-Box-Bindeprotein 
(TBP) und dem basalen Transkriptionsfaktor TFIIB. Die physiologische Signifikanz dieser 
Interaktionen bleibtjedoch unklar (zur Übersicht siehe Tsai und O'Malley, 1994; Horwitz et 
al., 1996; McEwan et al., 1996). 
In jüngster Zeit häuften sich jedoch die Hinweise, daß auch intermediäre koregulatorische 
Faktoren existieren, die als Brückenproteine zwischen dem Rezeptor und dem Transkriptions-
Initiations-Komplex fungieren könnten (Koaktivatoren). Mittlerweile ist eine Vielzahl solcher 
potentieller Faktoren beschrieben, die spezifisch mit Mitgliedern der Superfamilie nuklearer 
Rezeptoren interagieren (zur Übersicht siehe Horwitz et al., 1996; McEwan et al., 1996). Die 
Bedeutung dieser Interaktionen ist jedoch in den meisten Fällen nicht geklärt und es bleibt zu 
untersuchen, ob diese Faktoren tatsächlich eine Funktion als Koaktivatoren erfüllen. Die 
ligandenabhängige Interaktion zwischen dem GR und dem Protein RAP46 (Zeiner und 
Gehring, 1995) ist ein Beispiel für eine Wechselwirkung, deren Funktion noch offen ist. 
Dagegen sind beispielsweise die Proteine SRC-1 (Ofiate et al., 1995), TIF-2/GRIP-1 (Voegel et 
al., 1996; Hong et al., 1996) und CBP/p300 (Kamei et al., 1996; Chakravarti et al., 1996) 
mittlerweile relativ gut als Koaktivatoren für den GRund für andere nukleare Rezeptoren 
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charakterisiert. Sie interagieren durch ein bestimmtes Sequenz-Motiv (Heery et al., 1997) mit 
der Transaktivierungsfunktion AF-2 im C-Terminus der Stereidrezeptoren und verstärken deren 
ligandeninduzierte transkriptioneile Aktivität. Aufgrund ihrer Homologie faßt man SRC-1, TIF-
2/GRIP-1 und ähnliche Proteine zu einer Familie der Koaktivatoren spezifisch für nukleare 
Rezeptoren zusammen (NCoA-Familie; Torchia et al., 1997). Im Gegensatz dazu fungieren 
CBP/p300 auch als Koaktivatoren für andere Transkriptionsfaktoren, darunter CREB (Kwok et 
al., 1994), AP-1 (Arias et al., 1994) und NF-KB (Gerritsen et al., 1997). Mitglieder der 
NCoA-Familie und CBP/p300 interagieren auch untereinander (Kamei et al., 1996; Torchia et 
al., 1997), was in einer synergistischen Aktivierung der Steroidrezeptor-vermittelten 
Transkription resultiert (Smith et al., 1996). 
Ein Hinweis auf den Mechanismus, wie diese Steroidrezeptor-assoziierten Koaktivatoren die 
Ausbildung eines stabilen Transkriptions-Initiations-Komplexes bewirken könnten, ergab die 
Beobachtung, daß beispielsweise CBP und SRC-1 eine eigene Histon-Acetyltransferase-
Aktivität besitzen und auch mit anderen Histon-Acetyltransferasen interagieren können 
(Bannister und Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996; Spencer et al., 1997). Histon-
Acetylierung resultiert in einer Veränderung der Chromatinstruktur, was ein essentieller Schritt 
bei der Regulation der Transkription darstellt (Wade und Wolffe, 1997). Durch Acetylierung 
DNA-gebundener Histone wird der inhibitorische Effekt des Chromatins auf die Genexpression 
aufgehoben, so daß auch Faktoren des Transkriptions-Initiations-Komplexes besseren Zugang 
zum Chromatin haben und die Transaktivierung spezifischer Gene stattfinden kann. 
1. 3. 2 Negative Genregulation: Transrepression durch den GR 
Die hormoninduzierte Repression der Transkription durch den GR (Transrepression; Abb. 2) 
ist mechanistisch schwerer zu definieren, als seine transaktivierende Funktion. Ob die 
Transrepression die gleichen Eigenschaften des Rezeptors erfordert, wie die Transaktivierung 
(z.B. Dimerisierung und DNA-Bindung), ist nicht eindeutig geklärt, zumalesbisher noch nicht 
möglich war, ein allgemein gültiges Modell für die Glucocorticoid-vermittelte Repression von 
Genen zu formulieren. Dies liegt vor allem darin begründet, daß der GR transkriptioneil die 
Expression ganz unterschiedlicher Gene mit jeweils völlig verschiedenem Promotorkontext 
reprimiert (zur Übersicht siehe Miner et al., 1991; Cato et al., 1992b; Saatcioglu et al., 1994). 
Zu diesen Genen gehören beispielsweise das Rinder Prolaktin-Gen (Sakai et al., 1988), das 
Ratten Proopiomelanocortin-Gen (Drouin et al., 1989), das Maus Proliferin-Gen (Mordacq und 
Linzer, 1989; Diamond et al., 1990), das a-Fetoprotein-Gen der Ratte (Zhang et al., 1991a), 
das menschliche Osteocalcin-Gen (Strömstedt et al., 1991) und das Gen für das menschliche 
Corticotropin Releasing Hormon (Malkoski et al., 1997). 
Auffallend ist, daß Glucocorticoide auch die Expression einer Vielzahl von Genen reprimieren, 
die an Immun- und Entzündungsreaktionen beteiligt sind und für Cytokine, Zell-
Adhäsionsmoleküle und Enzyme kodieren. Eine Auswahl dieser Gene ist in Tabelle 1 
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dargestellt. Die Produkte dieser Gene spielen eine Schlüsselrolle bei der Pathogenese von Auto-
Immunerkrankungen und bei der Regulation von Immun- und Entzündungsreaktionen. Dies 
läßt vermuten, daß die transkriptioneile Repression dieser Gene durch Glucocorticoide für die 
anti-arthritischen, anti-inflammatorischen und immunsuppressiven Effekte der Hormone 
verantwortlich sind (zur Übersicht siehe Barnes und Adcock, 1993; Cato und Wade, 1996). So 
nimmt man beispielsweise an, daß Glucocorticoide durch Hemmung der Cytokin-Gen-
expression und der Expression von Zell-Adhäsionsmolekülen wie dem Interzellulären 
Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) die Rekrutierung und Wanderung von Leukocyten an den Ort 
einer Entzündung oder Infektion verhindem (Cronstein et al., 1992). 
Untersuchungen der molekularen Mechanismen der Expression dieser Gene haben gezeigt, daß 
einige davon durch den Transkriptionstaktor AP-1 und der Großteil durch den Transkriptions-
faktor NF-K:B positiv reguliert werden (Tabelle 1). Dies macht es wahrscheinlich, daß die 
Hemmung der Aktivität von AP-1 und vor allem von NF-KB durch den GR die Grundlage der 
immunsuppressiven und entzündungshemmenden Wirkung von Glucocorticoiden bildet. 
Tabelle 1: Auswahl an Genen, die an Immun- und Entzündungsreaktionen beteiligt sind 
und durch Glucocorticoide reprimiert werden. Zu jedem Gen wurde der jeweilige Transkriptionsfaktor 
aufgelistet, der die Expression dieses Gens positiv reguliert und dessen Aktivität durch den GR reprimiert wird. 
ICAM-1, Interzelluläres Adhäsionsmolekül-1; ELAM-1, Endotheliales Leukocyten Adhäsionsmolekül-1; MHC, 
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Prinzipiell findet eine transkriptioneile Repression der Genexpression dann statt, wenn ein 
Transkriptionstaktor durch einen anderen Faktor von seiner erfolgreichen Wechselwirkung mit 
dem Transkriptions-Initiations-Komplex abgehalten wird (Abb. 2). Diese transkriptioneile 
Interferenz kann theoretisch durch Kompetition um eine gemeinsame oder überlappende DNA-
Bindestelle, durch Kompetition um einen gemeinsamen Mediator zum Transkriptions-
Initiations-Komplex oder durch die Ausbildung eines inaktiven Komplexes erfolgen. 
Die durch den GR stattfindende Repression der Genexpression kann allgemein in zwei 
Gruppen eingeteilt werden: (i) Der GR kann mit einem aktiven Transkriptionstaktor um eine 
überlappende Bindestelle in der Promotorregion eines Gens kompetieren. Ein Beispiel für diese 
Art der negativen Genregulation durch den GR ist das menschliche Osteocalcin-Gen oder das 
Rinder Prolaktin-Gen. (ii) Der GR kann durch eine direkte Protein-Protein-Interaktion die 
Aktivität eines Transkriptionstaktors durch Ausbildung eines inaktiven Komplexes hemmen. 
Dies ist veranschaulicht an Genen, die positiv durch die Transkriptionstaktoren AP-1 und NF-
KB reguliert werden. Im Anschluß sollen diese Modelle an Beispielen näher erläutert werden. 
1. 3. 2.1 Kompetition um eine überlappende Bindestelle: Das Rinder Prolaktin-
Modell 
Negative Genregulation durch den GR durch Kompetition um DNA-Bindung wurde 
beispielsweise am Promotor des Rinder Prolaktin-Gens beobachtet (Sakai et al., 1988). Das 
Prolaktin-Gen wird in der Hypophyse exprimiert und ist am negativen Rückkopplungs-
Mechanismus zwischen adrenalen Glucocorticoiden und Adrenocorticotropinen der Hypophyse 
beteiligt. In der Promotorregion dieses Gens befinden sich sogenannte negativ auf 
Glucocorticoide reagierende Elemente (negative GREs; nGRE), die eine Repression der 
Transkription durch Glucocorticoide vermitteln. Diese Elemente unterscheiden sich von einem 
klassischen GRE insofern, als nach Bindung des GR an dieses nGRE keine positive sondern 
negative Regulation der Genexpression stattfindet. Ein Sequenzvergleich zeigte keine 
Ähnlichkeit mit einer klassischen Konsensus-GRE-Sequenz. In Abwesenheit von Hormon 
binden an das nGRE im Promotor des Prolaktin-Gens zwei Faktoren, die für die konstitutive 
basale Expression des Gens verantwortlich sind. Bei diesen Proteinen handelt es sich um den 
Hypophysen-spezifischen Transkriptionstaktor Pit-1/GHF-1 und einen ubiquitär exprimierten, 
aber noch nicht weiter identifizierten Faktor XTF (Subramaniam et al., 1997). In Anwesenheit 
von aktiviertem GR wird die Expression des Gens gehemmt, vermutlich durch Verdrängung 
dieser Faktoren vom nGRE. Eine Bindung des GR an das nGRE im Prolaktin-Promotor wurde 
bisher in vitro mit gereinigtem Rezeptorprotein gezeigt (Sakai et al., 1988). Hinweise, daß die 
DNA-Bindung des GR für die Repression der Transkription durch ein nGRE notwendig sein 
könnte (Sakai et al., 1988; Schena et al., 1989), lassen vermuten, daß dieses Prinzip der 




1.3.2.2 Ausbildung eines inaktiven Komplexes: Interaktion zwischen GR und 
AP-1 am Beispiel des menschlichen Kollagenase I-Gens 
Anders als bei der negativen Regulation des Rinder Prolaktin-Gens scheint an der 
transkriptioneilen Interferenz zwischen dem GR und dem Transkriptionsfaktor AP-1 eher eine 
physikalische Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen als eine DNA-Bindung des GR 
beteiligt zu sein. Eines der am besten untersuchten Beispiele für diese Interferenz ist die 
Repression der Expression des menschlichen Kollagenase I-Gens durch Glucocorticoide (Jonat 
et al., 1990; Lucibello et al., 1990; Schüle et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990). 
Kollagenase I ist eine Metalloprotease, die an der Gewebezerstörung beispielsweise bei 
rheumatischer Arthritis beteiligt ist. Die Hemmung dieses Gens durch Glucocorticoide trägt 
vermutlich zur anti-arthritischen Wirkung dieser Hormone bei. Das Kollagenase I-Gen wird 
positiv durch den Transkriptionsfaktor AP-1 reguliert. AP-1 setzt sich als Homo- oder 
Heterodimer aus einer Gruppe verwandter Transkriptionsfaktoren zusammen, von denen das c-
Jun und das c-Fos Protein (Produkte der c-jun und c-fos Protoonkogene) als Heterodimer die 
Hauptkomponenten des zellulären AP-1 darstellen (zur Übersicht siehe Angel und Karin, 
1991). Die Aktivierung von AP-1 erfolgt durch verschiedene physiologische (z.B. 
Wachstumsfaktoren, Protoonkogene) und unphysiologische Agenzien (z.B. UV-Strahlung, 
Tumorpromotoren wie der Phorbolester 12-0-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA)) (Angel 
und Karin, 1991; Radler-Pohl et al., 1993). Aktiviertes AP-1 induziert die Transkription des 
Kollagenase I-Gens durch Bindung an eine spezifische Bindestelle in dessen Promotorregion, 
das sogenannte auf TPA reagierende Element (TRE) (Angelet al., 1987a, 1987b; Lee et al., 
1987). Das Kollagenase I-Gen enthältjedoch keine Bindestelle für den GR. Der GR hemmt die 
positive Wirkung von AP-1, ohne daß er an den Promotor des Kollagenase I Gens bindet und 
ohne daß AP-1 von seiner Bindestelle am Promotor verdrängt wird (Jonat et al., 1990; König et 
al., 1992). Diese Beobachtung läßt vermuten, daß die Eigenschaften des GR, die für eine 
Transaktivierung von Genen benötigt werden, für seine transreprimierende Funktion nicht 
erforderlich sind. Dennoch scheint, neben anderen Bereichen des GR, die DNA-Bindedomäne 
des Rezeptors für die Repression notwendig zu sein (Lucibello et al., 1990; Schüle et al., 1990; 
Yang-Yen et al., 1990; Kerppola et al., 1993), was darauf hinweist, daß dieser Bereich 
zusätzlich zur DNA-Bindung noch andere Funktionen ausübt. Die transkriptioneile Interferenz 
zwischen dem GR und AP-1 ist wechselseitig, da AP-1 auch die hormonabhängige Aktivität 
des GR an Promotoren hemmen kann, die klassische GREs enthalten (Jonat et al., 1990; 
Lucibello et al., 1990). Auch dabei wird der GR nicht von seiner Bindestelle verdrängt (Reik et 
al., 1994). Eine physikalische Interaktion zwischen dem GRund AP-1-Untereinheiten wurde 
durch in vitro Interaktionsstudien gezeigt (Diamond et al., 1990; Jonat et al., 1990; Yang-Yen 
et al., 1990; Touray et al., 1991). Alle diese Daten sprechen dafür, daß der GR die Aktivität 
von AP-1 hemmt, indem er direkt oder über ein Partnerprotein mit AP-1 interagiert, ohne dabei 
selbst an die DNA zu binden oder die DNA-Bindung von AP-1 zu behindern. Das Resultat 
dieser Interaktion ist die Ausbildung eines transkriptioneil inaktiven DNA-gebundenen 
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Komplexes. Wie der GR das Transaktivierungspotential von AP-1 stört, ist bislang nicht 
bekannt. Möglicherweise blockiert er den Kontakt von AP-1 zum Transkriptions-Initiations-
Komplex bzw. zu einem Brückenprotein oder einem Koaktivator von AP-1. 
Interessanterweise wurde vor kurzem ein ergänzender Mechanismus für die transkriptioneile 
Interferenz zwischen GR und AP-1 beschrieben, der darauf basiert, daß sowohl der GR als 
auch AP-1 an dasselbe Koaktivatorprotein CBP (CREB-binding protein) binden (Kamei et al., 
1996). Durch Kompetition um limitierende Mengen an CBP könnte es so zur Repression der 
AP-1-Aktivität durch den GR kommen. 
1.3.2.3 Ausbildung eines inaktiven Komplexes: Interaktion zwischen GR und 
NF-KB 
Ein weiterer Transkriptionsfaktor, dessen Aktivität von Glucocoiticoiden reprimiert wird, ist 
NF-KB. NF-KB ist ein Heterodimer aus einer 50-kDa Untereinheit (p50; NFKB1) und einer 
65-kDa Untereinheit (p65; RelA), wobei das p65-Protein aufgrundeiner Transaktivierungs-
domäne im C-Terminus die transkriptioneil aktive Untereinheit darstellt. Zusammen mit anderen 
homologen Proteinen gehört NF-KB der NF-KB/Rel-Familie von Transkriptionsfaktoren an, 
die an der Aktivierung vieler immunregulatorischer Gene wie beispielsweise Cytokin- und 
Chemokin-Genen beteiligt sind (zur Übersicht siehe Grimm und Baeuerle, 1993; Verma et al., 
1995). Jedes Mitglied dieser Familie hat eine sogenannte Rel-Homologie-Region, die die DNA-
Bindung, Dimerisierung und nukleare Translokation des Proteins vermittelt. 
Anders als AP-1, das sich konstitutiv im Zellkern befindet, wird NF-KB in nicht stimulierten 
Zellen durch Bindung über die Rel-Homologie-Region an inhibitorische Proteine der IKB-
Familie in einer inaktiven Form im Cytoplasma zurückgehalten (zur Übersicht siehe Thanos 
und Maniatis, 1995; Baeuerle und Baltimore, 1996). Die IKB-Proteine besitzen sogenannte 
repetitive Ankyrin-Sequenzen (ankyrin-repeats), die durch Interaktion mit NF-KB dessen 
nukleares Translokationssignal maskieren (Beg et al., 1992; Beg und Baldwin, 1993). Das 
IKBa-Protein dieser Familie spielt dabei vermutlich die bedeutendste Rolle, da in 
bärnatopoetischen Geweben von Mäusen, bei denen das IKBa-Gen ausgeschaltet wurde, sich 
NF-KB verstärkt im Zellkern befindet und NF-KB-regulierte Gene spontan transkribiert werden 
(Beg et al., 1995). 
Die Induktion von NF-KB erfolgt durch eine Reihe verschiedener Agenzien, wie beispielsweise 
doppelsträngige RNA, Phorbolester (z.B. TPA), Tumor-Nekrosis-Faktor-a (TNFa), 
Interleukin-1 (IL-1) und Lipopolysaccharide (LPS) (Beg et al., 1993; Liou und Baltimore, 
1993). Diese Induktoren führen zu einer Hyperphosphorylierung von IKBa, was in einer 
schnellen Degradation dieses Proteins durch Proteolyse resultiert (Alkalay et al., 1995; Lin et 
al., 1995). Auf diese Weise wird das cytosolische NF-KB freigesetzt und wandert in den Kern, 
wo es die Transkription spezifischer Gene durch Bindung an ein definiertes Sequenzmotiv in 
deren Promotorregion aktiviert (zur Übersicht siehe Beg und Baldwin, 1993). Diese Vorgänge 
sind in Abb. 3 schematisch dargestellt. Interessanterweise wird die Transkription des IKBa-
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Gens selbst durch NF-KB positiv reguliert. Dies resultiert in einem negativen 
Rückkopplungsmechanismus, bei dem neusynthetisiertes IKBa NF-KB wieder im Cytoplasma 
zurückhält und somit dessen Aktivierung beendet (Brown et al., 1993; Le Bailet al., 1993; Sun 
et al., 1993). 
Die Hemmung der transkriptioneilen Aktivität von NF-KB durch den GR wurde erst vor 
kurzem genauer beschrieben (Ray und Prefontaine, 1994; Caldenhoven et al., 1995; Scheinman 
et al., 1995b). Diese Daten zeigen, daß die DNA-Bindedomäne des GR für die Repression der 
NF-KB-Aktivität notwendig ist, es jedoch unwahrscheinlich ist, daß der Rezeptor in der 
regulatorischen Region NF-KB-regulierter Gene bindet. Wie im Falle von AP-1 beschrieben, ist 
die transkriptioneile Interferenz zwischen GRund NF-KB wechselseitig und es gibt Hinweise 
für eine physikalische Interaktion zwischen dem GRund NF-KB-Untereinheiten (Scheinman et 
al., 1995b). Im Gegensatz zur Interferenz mit AP-1 zerstört der GR in vitro jedoch die DNA-
Bindung von NF-KB (Scheinman et al., 1995b), die in vivo-Signifikanz dieser Daten istjedoch 
nicht gezeigt. Diese Untersuchungen lassen vermuten, daß auch die Interferenz zwischen GR 
und NF-KB durch die direkte Interaktion beider Proteine zu einem transkriptioneil inaktiven 
Komplex führt (siehe Abb. 3, Modell I). Ob das Transaktivierungspotential von NF-KB durch 
Verhindern seiner DNA-Bindung oder durch andere Mechanismen gestört wird, istjedoch nicht 
geklärt. 
Während der Durchführung dieser Arbeit wurde ein zweiter Mechanismus postuliert, der die 
Repression der NF-KB-Aktivität durch den GR erklären könnte (Auphan et al., 1995; 
Scheinman et al., 1995a). Diese Untersuchungen zeigen, daß Glucocorticoide die Synthese des 
Inhibitorproteins IKBa induzieren können. Das auf diese Weise neusynthetisierte IKBa könnte 
NF-KB wieder im Cytoplasma zurückhalten, was letzendlich dazu führen würde, daß eine 
Transkription NF-KB-regulierter Gene nicht mehr stattfindet (siehe Abb. 3, Modell II). 
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Abb. 3: Vereinfachte schematische Darstellung der Aktivierung von NF-KB und mögliche 
Mechanismen der Hemmung seiner Aktivität durch Glucocorticoide. (Erklärung siehe Text.) 
Die relative Bedeutung dieser beiden Mechanismen in Bezug auf die Repression der NF-KB-
Aktivität und somit in Bezug auf die anti-inflammatorische und immunsuppressive Wirkung 
von Glucocorticoiden ist nicht geklärt. Erwiese sich das zuletzt beschriebene Modell als richtig, 
so würde das bedeuten, daß die genaktivierende Eigenschaft des GR indirekt einen 
reprimierenden Effekt auf NF-KB ausübt. Eine strikte Zuordnung der anti-inflammatorischen 
Effekte von Glucocorticoiden zu der transreprimierenden Eigenschaft des GR wäre somit nicht 
mehr möglich. Der Versuch, die therapeutische Wirksamkeit von Glucocorticoiden durch 




Im Hinblick auf die therapeutische Anwendung von Glucocorticoiden als anti-inflammatorische 
und immunsuppressive Substanzen und der damit verbundenen Nebenwirkungen, ist es von 
großem Interesse, die diesen Wirkungen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen 
aufzuklären. Aufgrund der Hypothese, daß die erwünschten Effekte einer Glucocorticoid-
therapie durch Transrepression, die unerwünschten Nebenwirkungen möglicherweise durch 
Transaktivierung von Genen durch den GR vermittelt werden, war das erste Ziel dieser Arbeit, 
zu untersuchen, ob positive und negative genregulatorische Eigenschaften des GR getrennt 
werden können. Hierzu gab es zwei mögliche Ansätze: Die Verwendung von Rezeptormutanten 
oder von synthetischen Liganden des GR. Mit Hilfe der synthetischen Liganden des GR sollte 
desweiteren eine mögliche Korrelation zwischen entzündungshemmender Wirkung von 
Glucocorticoiden in vivo und der transaktivierenden bzw. transreprimierenden Funktion des 
GR überprüft werden. 
Wie die Beschreibung der Transrepression von Genen durch den GR zeigt, ist es schwierig, 
einen einheitlichen Mechanismus für diese Eigenschaft des GR zu formulieren. Ob dies 
überhaupt möglich ist und ob der GR für die Repression immunregulatorischer Gene einen 
einheitlichen Mechanismus benutzt, sollte ein Vergleich verschiedener Modelle der Trans-
repression unter Verwendung von GR-Mutanten klären. 
Unter der Annahme, daß die immunsuppressive und anti-inflammatorische Wirkung von 
Glucocorticoiden hauptsächlich durch die Interferenz zwischen dem GRund NF-KB vermittelt 
wird, lag der Schwerpunkt des letzten Teils· dieser Arbeit auf der molekularen Untersuchung 
dieser Interferenz. Prinzipiell sollte geklärt werden, welche Bedeutung hierbei einer 
Glucocorticoid-induzierten Synthese des Inhibitorproteins IKBa sowie einer physikalischen 
Interaktion zwischen GRund NF-KB zukommt. 
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2 Material und Methoden 
Material 
2.1 Bezugsquellen der Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Acetyl-Coenzym A (Lithium-Salz) 
Acry lamid/N ,N'-Methy lenbisacry lamid (30/0,8) 
Agarose (SeaKem LE) 
Aktivkohle 








Coomassie Brillant Blau R250 
DEAE-Dextran 








Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium 






















Pharmacia Biotech. GmbH, Freiburg 
Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Biozym Diagnostik, Hameln 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Promega, Madison, WI, USA 
Bio Rad Laboratories GmbH, München 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 
Greiner Labortechnik, Nürtingen 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Pharmacia Biotech. GmbH, Freiburg 
Schleicher & Schuell, Dassei 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Bender & Hobein, Karlsruhe 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein 
Amersham-Buchler, Braunschweig 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Merck, Darmstadt 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Bender & Hobein, Karlsruhe 
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein 
Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Merck, Darmstadt 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein 
Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Merck, Darmstadt 
Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Macherey-Nagel, Düren 
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Lachsspennien-DNA, Typ Ill 
LambdaDNA 










(ATP, dA/G/CtrTP, ddA/G/C/TTP) 
Nutrient Broth 





Phenylmethy lsulfony I-Fluorid 
Polyvinyliden-Difluorid-Membran 
(lmmobilon™-P) 






Retikulozytenlysat (aus Kaninchen) 
Ribonuklease lmhibitor (RNasin) 
Rinderserumalbumin 
Röntgenfilme (Hypeifilm™MP) 
RPMI 1640 Kulturmedium 
RU486 
Sephadex G-50 
Sequenase DNA Sequencing Kit 
Sterilfilter · 
Szintillationsflüssigkeit (Emulsifier-Safe) 
TA Cloning Kit 
TEMED 
12-0-Tetradecanoylphorbol-13-acetat 
TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System 
Tris-HCl, Tris-Base 
Triton X -100 
Tween20 





Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Gibco BRL Life Tech. LTD; Paisley, UK 
Calbiochem GmbH, Bad Sodentraunus 
Biosynth AG, Staad, Schweiz 
Saliter, Obergünzburg 
Roth GmbH+ Co., Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Greiner Labortechnik, Nürtingen 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Bio Rad Laboratories GmbH, München 
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 
Difco Laboratories, Detroit, MI, USA 
Amersham-Buchler, Braunschweig 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Pharmacia Biotech. GmbH, Freiburg 
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein 
Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Millipore, Bedford, MA, USA 
Stratagene GmbH, Heidelberg 
Merck, Darmstadt 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Diagen GmbH, Bilden 
Roth GmbH + Co., Karlsruhe 
Amersham-Buchler, Braunschweig 
Promega, Madison, Wl, USA 
Promega, Madison, Wl, USA 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Amersham-Buchler, Braunschweig 
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein 
Roussel Uclaf, Romainville, Frankreich 
Pharmacia Biotech. GmbH, Freiburg 
United States Biochemicals, Cleveland, Ohio 
Renner GmbH, Dannstadt 
Packard Instr. Comp., Meriden, CT, USA 
Invitrogen BV, NV Leek, Niederlande 
Bio Rad Laboratories GmbH, München 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Promega, Madison, Wl, USA 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Bio Rad Laboratories GmbH, München 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Gibco BRL Life Tech., Eggenstein 
Calbiochem GmbH, Bad Sodentraunus 
Greiner, Nürtingen 
Sehering AG, Berlin 
Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Roth GmbH + 
Co./Karlsruhe, Merck/Darmstadt und Sigma Chemie GmbH/Deisenhafen bezogen. 
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· Radiochemikalien 
[35S] dATPaS 
[ a-32p] dCTP 
D-Threo-( dichloracetyl-1-14C-)-Chloramphenicol 
L-[35S]-Methionin 






Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham-Buchler, Braunschweig bezogen. 
Enzyme 
Restriktionsendonukleasen: Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 
Promega, Madison, WI, USA 
modifizierende Enzyme: 
AMV Reverse Transkriptase 
DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) 
Proteinase K 
RNAseA 
United States Biochemicals, Cleveland, 
Ohio 
Promega, Madison, WI, USA 
Promega, Madison, WI, USA 
Merck, Darmstadt 
Sigma Chemie GmbH, Deisenhafen 
Sequenase (modifizierte Form der 
T7-DNA-Polymerase) 
United States Biochemicals, Cleveland, Ohio 
T4 DNA Ligase 
T3 RNA Polymerase 
T7 RNA Polymerase 
Taq DNA Polymerase 
2.2 Oligonukleotide 
Promega, Madison, WI, USA 
Promega, Madison, WI, USA 
Promega, Madison, WI, USA 
Promega, Madison, WI, USA 
Oligonukleotid-Primer für die Erststrangsynthese der menschlichen IL-lß 
cDNA (March et al., 1985): 
5'-GGAAGACACAAATTGCATGGTGAAGTC-3' 
(Nukleotide 783-810 der menschlichen cDNA) 
Oligonukleotid-Primer für die PCR-Amplifikation der IL-lß cDNA: 
5'-ATGGCAGAAGTACCTGAGCTCGCCAGT-3' 
(Nukleotide 1-27 der menschlichen cDNA) 
5'-GGAAGACACAAATTGCATGGTGAAGTC-3' 
(Nukleotide 783-810 der menschlichen cDNA) 
17 
Material und Methoden 
Primer für die Sequenzierung der IL-1ß cDNA: 
T7-Primer: 5'-AATACGACTCACTATAG-3' 
SP6-Primer: 5'GATTTAGGTGACACTATAG-3' 
Die Oligonukleotide wurden HPLC-gereinigt von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg 
bezogen. 
2.3 Plasmidkonstrukte 
Reportergen-Plasmide für transiente Transfektionen: 
pHCwt CAT (Cato et al., 1988) 
Position -235 bis +125 des MMTV-LTR vor dem bakteriellen Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT) -Reportergen. 
pHCwt Luc (Hecket al., 1997) 
450bp langes Hindlll/Bglll Fragment des MMTV-LTR vor dem Firefly Luciferase-
Reportergen. 
5 x TRE TATA CAT (Jonat et al., 1990) 
Pentamere AP-1-Bindestelle des menschlichen Kollagenase I-Gens vor einem TATA-
Box/CAT -Fusionsgen. 
-73/+63 Coll. Luc (Deng und Karin, 1993) 
Position -73 bis +63 des menschlichen Kollagenase I-Gens vor dem Luciferase-Reportergen. 
(Erhalten von A. Helmberg, damals University of California, San Diego, La Jolla, CA, USA.) 
pRLtk Luc 
Position -247 bis -214 aus dem Rinder Prolaktin Promotor, welche als nGRE fungiert. Das 
0,23 kb lange Hindlll/Bgll!Fragment aus dem Plasmid pRL3CAT (Cairns et al., 1993) wurde 
in das Hindlll/Bglll geschnittene Reporterplasmid pT81Luc (Nordeen, 1988) einligiert 
(Erhalten von A.C.B. Cato, IGen, FZK, Karlsruhe.) 
pBH Luc 1.3 (Voraberger et al., 1991) 
5'flankierende Promotorregion des menschlichen ICAM-1 Gens ab Position -1393 vor dem 
Luciferase-Reportergen. (Erhalten von C. Stratowa, Bender & Co., Wien, Österreich.) 
3Enh-tk Luc (Israel et al., 1992) 
Drei Kopien eines synthetischen Oligonukleotids, welches den beiden NF-KB Bindestellen im 
HIV1-LTR entspricht, kloniert in einen tk-Luciferase Expressionsvektor. (Erhalten von K. 
Bender, IGen, FZK, Karlsruhe.) 
-158/+11 IL-6 Luc (Stein und Yang, 1995) 
Position -158 bis +11 des menschlichen Interleukin-6 Gens vor dem Luciferase-Reportergen. 
(Erhalten von B. Stein, Signal Pharmaceuticals, San Diego, CA, USA.) 
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pGL2 MAD 3-Luc (Le Bail et al., 1993) 
Position -623 bis + 11 des menschlichen lK:B a-Gens vor dem Luciferase-Reportergen. 
(Erhalten von A. Israel, Institut Pasteur, Paris, Frankreich.) 
Expressionsplasmide für transienie Transfektionen: 
pRShR· (Cato und Ponta, 1989) 
Kontrollvektor ohne Glucocorticoidrezeptor cDNA-Sequenzen. 
phGRSB (Hollenberg und Evans, 1988) 
Expressionsplasmid mit der cDNA des menschlichen Wildtyp-Glucocorticoidrezeptors. Die 
cDNA enthält eine Sacl und eine BamHI Schnittstelle, welche die DNA-Bindedomäne des 
Rezeptors an Aminosäuren 403 und 532 flankieren. 
Glucocorticoidrezeptor-Punktmutanten 
Gruppe I: S425G, L436V, S425G/L436V, C476W/R479Q, R477S, R479G, 
Y478L/R479G 
Gruppe II: A458T, N454D/A458T, phGR(D4X) 
Mutante G479R ist in Hollenberg und Evans, 1988 dargestellt. Alle anderen Mutanten sind in 
Hecket al., 1994 beschrieben und wurden von A.C.B. Cato (IGen, FZK, Karlsruhe) zur 
Verfügung gestellt. Als Ausgangsplasmid für die Einführung der Punktmutationen diente 
phGRSB. Die Mutanten wurden dann mit Hilfe von mutierten synthetischen Oligonukleotiden 
mit der Polymerase-Kettenreaktion nach Ho et al., 1989 konstruiert. 
Das Expressionsplasmid für die Mutante pRc/ßact-GR-LS7 (P493R/A494S im Ratten GR) 
ist in Helmberget al., 1995 beschrieben und wurde von A. Helmberg (Universität Innsbruck, 
Österreich) zur Verfügung gestellt. 
Glucocorticoidrezeptor-Deletionsmutanten 
Die Expressionsplasmide der Glucocorticoidrezeptor-Deletionsmutanten il9-385, il428-490, 
.!l491-515 und .!l491-777 wurden bereits beschrieben (Hollenberg et al., 1987). 
Expressionsplasmide für stabile Transfektion: 
Die in der stabilen Transfektion verwendeten Expressionsplasmide wurden von M. Kulimann 
(IGen, FZK, Karlsruhe) hergestellt und sind in Hecket al., 1997 beschrieben. Es handelt sich 
hierbei um die cDNA für den Wildtyp-GR der Ratte (pBGR), für die Mutante LS-7 (pBLS-
7), für den menschlichen Wildtyp-GR (pBGRSB) und für die Mutante hGR(D4X) 
(pBGR(D4X)) jeweils in dem Expressionsvektor pBABE Puro (Morgenstern und Land, 
1990). 
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Plasmide für in vitro Transkription/Translation: 
pBK GR 
Menschliche Glucocorticoidrezeptor cDNA [2,57 kb Kpnl/Dral-Fragment aus dem Plasmid 
pRShGRa (Giguere et al., 1986)] im pBluescript II SK Vektor hinter dem T7 Promotor. 
pBAT il9-385, pBAT il428-490, pBAT il491-515, pBAT il491-777 
Die cDNAs der Glucocorticoidrezeptor Punkt- und Deletionsmutanten wurden aus den 
entsprechenden eukaryontischen Expressionsplasmiden (s.o., Ausgangsplasmid phGRSB) in 
das prokaryontische Expressionsplasmid pBAT kloniert. Hierzu wurde die mutierte cDNA mit 
Asp718 und Dral aus dem jeweiligen Plasmid isoliert und in den Asp718 und Smal 
geschnittenen Vektor pBAT ligiert. Das resultierende Plasmid enthielt die cDNA der jeweiligen 
GR-Punktmutante direkt hinter dem T3 Promotor. 
pBAT il748-777, pBAT il597-777 
Die Glucocorticoidrezeptor-Mutanten mit der Deletion il748-777 bzw. il597-777 im 
prokaryontischen Expressionsvektor pBAT wurden von E. Wade (I Gen, FZK, Karlsruhe) zur 
Verfügung gestellt. Die Mutante pBAT il7 48-777 wurde konstruiert, indem das Kpnl 
geschnittene Plasmid pRShGRa (Giguere et al., 1986) mit EcoRI partiell verdaut und dann in 
den Kpnl/EcoRI geschnittenen Vektor pBAT eingesetzt wurde. Die Mutante pBAT il597-777 
wurde konstruiert, indem das Kpnl/Pstl geschnittene Fragment aus dem Plasmid pRShGRa 
(Giguere et al., 1986) in den Kpnl/Pstl geschnittenen Vektor pBAT ligiert wurde. 
Plasmide für die Produktion von GST-Fusionsproteinen: 
Die bakteriellen Expressionsplasmide für die GST-Fusionsproteine GST I, GSTp65 und 
GSTpSO sind bereits beschrieben (Stein et al., 1993). Sie enthalten entweder keine zusätzliche 
cDNA (Kontrollplasmid GST I) oder die cDNAs für das menschliche p65 bzw. p50 im Vektor 
pGEX-1N. 
2.4 Sonden für RNA-Hybridisierungen 
CAT (bakteriell) 
0,56 kb Bglll/Ncol-Fragment aus dem Plasmid pHCwt CAT. 
GAPDH (Ratte) 
1,3 kb Pstl-Fragment aus dem Plasmid pGAPDH-13 (Fort et al., 1985). 
IKBa (Mensch) 
1,6 kb Bglll/Xbal-Fragment aus dem Plasmid pECE lK::Ba (erhalten von C. Scheidereit, Max-
Delbrück-Zentrum für Molekulare Medizin, Berlin). 
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Interleukin lß (IL-1 ß ; Mensch) 
Um das IL-lß Fragment für die Hybridisierung zu erhalten, wurde zunächst durch cDNA-
Erststrangsynthese und anschließende PCR-Amplifikation die IL-lß cDNA aus RNA 
hergestellt. Die poly A +RNA stammte aus menschlichen THP-1 Zellen (Monocyten), die für 5 
Stunden mit LPS (10 mg/ml) behandelt wurden, um die Transkription von IL-lß zu induzieren. 
Die für die PCR verwendeten Oligonukleotid-Primer sind oben beschrieben (siehe 2.2). Das 
Produkt dieser Amplifikation wurde dann in den EcoRI geschnittenen Vektor pCR™II 
(Invitrogen, San Diego, USA) ligiert (pCR™IL-lß). Die Richtigkeit des Plasmids pCR™IL-lß 
wurde durch DNA Sequenzierung überprüft. Für die RNA-Hybridisierung wurde dann das 
0,83 kb EcoR/-Fragment aus diesem Plasmid verwendet. 
Kollagenase I (Mensch) 
2.0 kb Hindlll/Sall-Fragment aus dem Plasmid pCllase-1 (Angelet al., 1987). 
Metallothionein lla (MT Ila; Mensch) 
0,4 kb Pst/-Fragment aus dem Plasmid MT Ila (Karin und Richards, 1982). 
Tyrosin-Aminotransferase (TAT; Ratte) 
1,02 kb BamHI/EcoRI-Fragment, aus dem Plasmid TAT-4 (Scherer et al., 1982) 
2.5 Antikörper 
anti-GR Antikörper H.H. 
Polyklonales Antiserum aus Kaninchen, gerichtet gegen die Aminosäuren 305-428 des 
menschlichen Glucocorticoidrezeptors (zur Verfügung gestellt von M.N. Alexis, Athen, 
Griechenland). 
anti-h:Ba Antikörper C-21 
Polyklonale IgG aus Kaninchen, gerichtet gegen die Aminosäuren 297-317 des Carboxy-
Terminus des menschlichen IKBa. Diese Sequenz ist bei Maus und Mensch identisch. (Santa 
Cruz Biotech. lnc., Santa Cruz, CA, USA). 
Sekundärantikörper für Western-Blot-Analysen 
Polyklonale lgG aus der Ziege, gerichtet gegen Kaninchen-Immunoglobuline, 
Meerrettichperoxidase-konjugiert (Dako, Glostrup, Dänemark). 
2.6 Bakterien und eukaryontische Zellen 
Bakterienstämme 
E. coli BL21(DE3)pLysS (zur bakteriellen Expression von Fusionsproteinen) 
Beschrieben in Studieret al., 1990. 
E. coli DH 5 a (für Klonierungen) 
Genotyp: F-, end Al, hsd Rl7 (rk-• mk+), sup E44, thi-1, ')..,-, rec Al, gyr A96, rel Al 
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Zellinien und Kulturbedingungen 
Cos-7 
Affen-Nierenzellinie; Glucocorticoidrezeptor-defizient. Cos-7 Zellen wurden in DMEM mit 
10% fötalem Kälberserum (fetal calf serum, FCS) kultiviert. 
CV-1 
Affen-Nierenzellinie; Glucocorticoidrezeptor-defizient. CV-1 Zellen wurden in DMEM mit 10% 
FCS kultiviert. 
FTO 
Ratten-Hepatom-Zellinie; FTO Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS kultiviert. 
HeLa tk· 
Menschliche Zervixkarzinom-Zellinie; Subklon der parentalen HeLa-Linie ohne 
Thymidinkinase-Aktivität. HeLa Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS kultiviert. 
HeLa tk·f-121 +5 HIV CAT 
HeLa tk--Zellklon, stabil mit dem Plasmid -121 +5 HIV CAT (Stein et al., 1989) transfiziert. 
(Zur Verfügung gestellt von Anke Bonnet, damals IGen, Karlsruhe). Dieser HeLa-Klon wurde 
unter Selektionsdruck in DMEM mit 10% FCS und 600 J..Lg/ml G418 kultiviert. 
LNCaP 
Menschliche Prostatakarzinom-Zellinie; LNCaP-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 
10% FCS kultiviert. 
MCF-7 
Menschliche Mammakarzinom-Zellinie; MCF-7 Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS 
kultiviert. 
QE 
Embryonale Maus-Fibroblasten-Zellinie; Glucocorticoidrezeptor-defizient; geeignet als 
Verpackungszellinie für Retroviren (Morgenstern und Land, 1990). QE- Zellen wurden in 
DMEM mit 10% FCS kultiviert. 
Die QE-Einzelklone rGR (II3), rGR(LS-7) (II6), hGR (II2) und hGR(D4X) (IS) wurden 
freundlicherweise von M. Kulimann (I Gen, FZK, Karlsruhe) zur Verfügung gestellt und sind 
in Hecket al., 1997 beschrieben. Sie sind mit den Plasmiden pBGR, pBLS-7, pBGRSB bzw. 
pBGR(D4X) (siehe 2.3) stabil transfiziert und exprimieren den jeweiligen Wildtyp-
Glucocorticoidrezeptor bzw. die Rezeptormutante. Diese QE-Klone wurden unter 
Selektionsdruck in DMEM mit 10% FCS und 1 J..Lg/ml Puromycin kultiviert. Ein QE-Klon mit 
stabil transfiziertem "leeren" Expressionsvektor pBABE Puro (Morgenstern und Land, 1990) 
(Vektor) wurde bei Experimenten mit obigen QE-Klonen jeweils als Negativkontrolle 
verwendet. 
T47D 
Menschliche Mammakarzinom-Zellinie; T47D-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% 
FCS und 0,6 J..Lg/ml Insulin kultiviert. 
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THP-1 
Menschliche Monocyten-Zellinie (Erhalten von G. Duff, University of Sheffield, Sheffield, 
UK). THP-1 Zellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% FCS, 2 mM Glutamin und 0,5 
mM ß-Mercaptoethanol kultiviert. 
293 
Menschliche embryonale Nierenzellinie; Glucocorticoidrezeptor-defizient. (Zur Verfügung 
gestellt von D. Wilhelm, IGen, Karlsruhe). 293 Zellen wurden in DMEM/Ham's F12-Medium 
(1: 1) mit 10% FCS kultiviert. 
Die Bakterien und Zellinien (falls nicht anders vermerkt) stammen aus der Zellbank des Instituts 
für Genetik (IGen), Forschungszentrum Karlsruhe. 
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Methoden 
Vorbemerkung: Falls nicht anders angegeben, handelt es sich bei Prozentangaben in 
Zusammensetzungen von Lösungen und Puffern um Volumenprozente (v/v). 
2. 7 Allgemeine Methoden zur Behandlung von Nukleinsäuren 
Extraktion von Nukleinsäuren 
Zur Reinigung einer wäßrigen Nukleinsäurelösung von Proteinen wurde zur Lösung 
(Mindestvolumen von 100 J..Ll ) dasselbe Volumen eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Gemisches (25:24: 1) gegeben und gut gemischt. Zur Trennung der Phasen wurde kurz 
zentrifugiert (10.000 g, 2 min). Proteine sammeln sich zwischen den beiden sich ausbildenden 
Phasen. Die wäßrige Oberphase wurde abgenommen, mit dem gleichen Volumen 
Chloroform/Isoamylalkohol (24: 1) gemischt und nochmals abzentrifugiert. Die so gereinigte 
nukleinsäurehaltige Oberphase wurde dann zur weiteren Verwendung abgenommen. 
Ausfällung von Nukleinsäuren aus wäßrigen Lösungen 
Um Nukleinsäuren aus einer wäßrigen Lösung zu präzipitieren wurde die Lösung mit 3 M 
NaAcetat, pH 4,8 auf eine Endkonzentration von 0,3 M gebracht, mit dem 2,5-fachen Volumen 
Ethanol versetzt und gut gemischt. Die Fällung erfolgte für 30 min bei -80°C oder für 2 h oder 
länger bei -20°C. Anschließend wurde das Präzipitat 15 min bei 10.000 g zentrifugiert, mit 
kaltem 80% Ethanol gewaschen, nochmals für 5 minzentrifugiert und im Vakuum (SpeedVac 
Evaporator, Savant, Farmingdale) getrocknet. 
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Zur Konzentrationsbestimmung einer wäßrigen Nukleinsäurelösung wurde ihre Extinktion bei 
einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm in einem Spektralphotometer (Spekol UVIVIS, Carl 
Zeiss, Jena) gemessen. Eine Extinktion bei 260 nm von 1 entspricht 50 J..Lg/ml doppelsträngiger 
DNA oder 40 J..Lg/ml RNA oder 20 J..Lg/ml einzelsträngiger Oligonukleotide. 
Die Extinktion bei 280 nm zeigt Verunreinigungen durch Proteine an. Im Idealfall sollte das 
Verhältnis E26o zu ~80 bei DNA etwa 1,8 und bei RNA etwa 2 betragen. 
2.8 D NA-Klonierungstechniken 
Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen 
Eine Enzymeinheit U ist definiert als die Menge Enzym, die 1 J..Lg DNA des Phagen Lambda (A.) 
in einer Stunde vollständig verdaut. Für analytische und präparative Zwecke wurde DNA mit 2-
3 Einheiten Restriktionsenzym pro J..Lg DNA verdaut. Die Inkubation erfolgte für 3 h bis über 
Nacht in Gegenwart der vom Hersteller angegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen (in 
der Regel37°C). Das Reaktionsvolumen betrug dabei mindestens das zehnfache des Volumens 
der zugesetzten Enzym/Glycerin-Lösung. Bei Plasmid DNA aus Minipräparationen, die mit 
RNA verunreinigt war, wurde der Reaktion 0,5 J..Lg/J..Ll RNAse A zugesetzt. 
Zur Größenbestimmung und Reinigung der Fragmente wurde die DNA anschließend in einem 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung und Größenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte in horizontalen 
Agarosegelen mit einer Agarosekonzentration zwischen 0,8 bis 2% (w/v) (je nach Größe der 
DNA-Fragmente). Hierzu wurde die entsprechende Menge Agarose mit 1 x TBE-Puffer (90 
mM Tris pH 8,3, 90 mM Borsäure, 2,5 mM EDTA pH 8,0) versetzt und erhitzt, bis sich die 
Agarose löste. Nach Abkühlen der Agarose auf ca. 60°C und Zugabe von Ethidiumbromid 
(Endkonzentration 0,4 ~g/ml) wurde das Gel in eine horizontale Kammer gegossen. Dabei 
wurden mit Hilfe eines Kammes Taschen für das Auftragen der Proben ausgespart. Das 
ausgehärtete Gel wurde mit 1 x TBE-Puffer überschichtet und die mit DNA-Probenpuffer (10 
mM EDTA pH 8,0, 10% Glyzerin, 0,1% (w/v) SDS, 0,02% (w/v) Br9mphenolblau) 
versetzten Proben in die Taschen pipettiert. Um die Größe der DNA-Fragmente bestimmen zu 
können, wurde gleichzeitig ein geeigneter DNA-Fragmentlängen-Standard (Hindlll oder 
Hindlll/EcoRI gespaltene /.DNA) mit auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 
80-100 V. Danach konnten die Nukleinsäure-Fragmente durch Fluoreszenz unter einem UV-
Transilluminator (IL-350M, Bachofer, Reutlingen) sichtbar gemacht und photographiert 
werden. 
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die Bande eines zu isolierenden DNA-Fragments wurde auf dem Agarosegel unter UV-Licht 
lokalisiert und mit einem Skalpell ein Schnitt direkt unter die Bande geführt. In diesen Schnitt 
wurde ein Stück DEAE-Membran eingesteckt. Die Elektrophorese wurde dann solange 
fortgesetzt, bis das DNA-Fragment vollständig an die Membran gebunden war. Zur Elution der 
DNA wurde die Membran zerkleinert, in 400 ~1 DEAE-Elutionspuffer (10 mM Tris pH 7,5, 1 
mM EDTA, 1M NaCl) für 30 bis 60 min bei 65°C inkubiert und gut gemischt. Anschließend 
wurde die Membran entfernt, eine Phenol/Chloroform-Extraktion durchgeführt und das DNA-
Fragment zur weiteren Verwendung mit Ethanol gefallt. 
Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren 
DNA-Fragmente, die miteinander verknüpft werden sollten, wurden in einem äquimolaren 
Verhältnis eingesetzt und mit 3 U T4-DNA-Ligase und 2 ~110 x Ligasepuffer (50 mM Tris pH 
7,4, 10 mM MgC12, 10 mM DTT, 1 mM Spermidin, 1 mM ATP) in einem Reaktionsvolumen 
von 20 ~1 über Nacht bei 15°C inkubiert. Zur weiteren Analyse wurden 10 ~1 des 
Ligationsansatzes in kompetente Bakterien transformiert. 
Erststrang-cDNA-Synthese durch Reverse Transkription 
Zur Herstellung einer gewünschten cDNA wurden zunächst 2 ~g Poly A + RNA (siehe 2.17) 
und 1 ~g geeigneter Oligonukleotid-Primer in einem Gesamtvolumen von 20 ~1 für 5 min auf 
70°C erhitzt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden der Reaktion 10 ~1 5 x AMV-
Reaktionspuffer (Promega, Madison, WI, USA), 10 mM DTT, 1 mM dNTPs (dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP), 50 U RNasin Ribonuklease-Inhibitor und 30 U AMV Reverse Transkriptase 
zugegeben und das Gesamtvolumen mit Wasser auf 50 ~1 gebracht. Die Inkubation erfolgte für 
eine Stunde bei 42°C. Anschließend wurde das Enzym bei 60°C für 30 min denaturiert und der 
Reaktionsansatz wurde mit H20 1:10 verdünnt. In dieser Verdünnung wurde der cDNA-
Syntheseansatz für die PCR-Amplifikation eingesetzt. 
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Amplifikation von cDNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain 
reaction, PCR) 
Mit Hilfe von geeigneten Oligonukleotid-Primern wurde mittels PCR aus einem cDNA-
Syntheseansatz ein bestimmtes cDNA Fragment amplifiziert. Hierzu wurden 10 J.Ll cDNA 
Syntheseansatz zusammen mit 10 11110 x Taq-Puffer (Promega, Madison, WI, USA), je 10 
pmol der beiden Oligonukleotid-Primer, 0,25 mM dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und 
10 U Taq-DNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen von 100 f..Ll in einem Thermocycler 
(Perkin Elmer Cetus 9600, Perkin Eimer, Norwalk, USA) amplifiziert. Die PCR erfolgte durch 
40 Zyklen folgender Reaktionsbedingungen: 1 min, 94°C (Denaturierung); 1 min, 55°C 
(Primerhybridisierung); 3 min, 72°C (Synthese). Das PCR-Produkt wurde dann auf einem 
Agarosegel aufgetrennt, das cDNA-Fragment isoliert und mit Hilfe des TA Cloning Kit in den 
Vektor pCR ™II (Invitrogen) ligiert. 
Präparation von kompetenten Bakterien für die Transformation (nach Hanahan, 
1986) 
100 ml SOB-Medium (2% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 
mM KCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgS04) wurden mit 1 ml einer Übernachtkultur von E. coli 
DH5a augeimpft und solange bei 37°C geschüttelt, bis die optische Dichte bei 560 nm etwa 0,3 
-0,35 betrug. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde die Bakterienkultur für 10 min bei 2000 g 
und 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde auf Eis 
vorsichtig in 20 ml kaltem STB (100 mM KCl, 45 mM MnCI2, 10 mM CaCl2, 3 mM 
HACoC13, 10 mM K-Mes pH 6,3, 15% Glyzerin) resuspendiert und weitere 20 min auf Eis 
stehengelassen. Nach Zentrifugation für 10 min bei 2000 g und 4°C wurden die Bakterien 
vorsichtig in 4 ml kaltem STB resuspendiert. Die nun kompetenten Bakterien wurden entweder 
direkt transformiert oder in 200 f..Ll Aliquots bei -80°C eingefroren. 
Transformation von Bakterien (nach Hanahan, 1986) 
Zu 200 f..Ll kompetenten Bakterien wurden auf Eis 10 ~1 eines Ligationsansatzes oder 10 ng 
Plasmid-DNA gegeben und der Ansatz 1 h aufBis inkubiert. Nach 90 sec Hitzeschock bei 42°C 
und mindestens 1 min auf Eis wurden 3 ml SOC-Medium (2% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% 
(w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl, 10 mM MgS04, 20 mM 
Glucose) zugegeben und 1 h bei 37°C geschüttelt. Danach wurden die Bakterien für 3 min bei 
1000 g zentrifugiert und das Sediment in 200 f..Ll SOC-Medium resuspendiert. Diese Suspension 
wurde auf Selektivagarplatten (1,5% (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium* mit 100 f..Lg/ml 
Ampicillin) ausgestrichen und über Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Bakterien mit 
rekombinierter DNA wurden durch Restriktionsanalyse der in kleinem Maßstab präparierten 
Plasmid-DNA identifiziert. 
*LB-Medium: 1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl 
2.9 Präparation von rekombinanter Plasmid-DNA aus trans-
formierten Bakterien 
Plasmid-DNA-Präparation in kleinem Maßstab ("Minipräp") 
Eine Bakterienkolonie mit dem entsprechenden Plasmid wurde in 2 ml Selektionsmedium (1% 
(w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, 100 f..Lg/ml Ampicillin) über 
Nacht bei 37°C geschüttelt. 1 ml dieser Bakterienkultur wurde 5 min bei 5000 g zentrifugiert 
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und das Bakterien-Pellet in 100 fll Lösung A (50 mM Glucose, 25 mM Tris pH 8,0, 10 mM 
EDTA) resuspendiert. Nach Inkubation für 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 fll Lösung 
B (0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS) zugegeben, vorsichtig gemischt und 10 min auf Eis 
inkubiert. Danach wurde 150 fll3 M NaAcetat, pH 4,8 zugesetzt und nochmals 30 min aufBis 
inkubiert. Durch anschließende Zentrifugation für 10 min bei 10.000 g wurden die 
Zellfragmente und die chromosomale DNA abgetrennt. Der Überstand wurde 
Phenol/Chloroform-extrahiert. Die in der wäßrigen Phase enthaltene Plasmid-DNA wurde 
schließlich mit Ethanol präzipitiert. Das Präzipitat wurde mit 80% Ethanol gewaschen, 
getrocknet und in 40 fll Wasser aufgenommen. Zur Analyse der Plasmid-DNA wurden davon 
10 Jll in einem Restriktionsverdau verwendet. 
Plasmid-DNA-Präparation in großem Maßstab ("Maxipräp") 
Die Plasmidpräparation erfolgte durch Ionenaustauscher-Säulenchromatographie mit Quiagen-
tip 500-Säulen. 200 ml einer über Nacht in Selektionsmedium (1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% 
(w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, 100 J.Lg/ml Ampicillin) irrkubierten Bakterienkultur mit dem 
entsprechenden Plasmid wurden 10 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet 
wurde in 10 ml Puffer 1 (50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA pH 8,0, 100 flg/ml RNAse A) 
resuspendiert und anschließend 10 ml Puffer 2 (200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS) zugegeben. 
Die Suspension wurde durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach 5 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 10 ml2,55 M KAc, pH 4,8 zugegeben und anschließend 30 min bei 
16.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde auf eine mit Puffer QBT (750 mM NaCl, 
50 mM MOPS pH 7,0, 15% Ethanol, 0,15% Triton X-100) äquilibrierte Quiagen-tip-500-Säule 
gegeben, wobei die DNA an die Säulenmatrix bindet. Nach Durchfluß dieses Überstandes 
wurde die Säule mit 30 ml Puffer QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15% Ethanol) 
gewaschen und die DNA mit 15 ml Puffer QF (1,25 M NaCl, 50 mM MOPS pH 8,2, 15% 
Ethanol) eluiert. Durch Zugabe von 12 ml Isopropanel wurde die DNA präzipitiert und durch 
Zentrifugation für 30 min bei 16.000 g und 4°C pelletiert. Nach Waschen des Pellets mit 80% 
Ethanol und Trocknen an der Luft wurde die DNA in Wasser oder TE-Puffer ( 10 mM Tris, 1 
mM EDTA pH 8,0) gelöst und die Konzentration bestimmt. Die so präparierte Plasmid-DNA 
wurde bei -20°C aufbewahrt. 
2.10 Sequenzierung von DNA und Auftrennung der Reaktions-
produkte 
Sequenzierung von DNA (nach Sanger et al., 1977) 
Die Sequenzierung doppelsträngiger DNA erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode 
nach Sanger et al., 1977 mit Hilfe eines Sequenase-Kit (USB, Cleveland, Ohio, USA). 
Zur Denaturierung wurden 10 flg Plasmid-DNA mit 0,2 N NaOH und 0,2 mM EDTA in einem 
Volumen von 20 J.Ll bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert. Anschließend wurde die DNA mit 
2 J.Ll2 M NH4-Acetat (pH 4,8) neutralisiert und mit 60 fll Ethanol bei -80°C 10 min gefällt. 
Nach der Fällung wurde die DNA für 10 min bei 10.000 g abzentrifugiert, das Pellet mit 80% 
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 7 J.Ll H20 gelöst. 
Zur Hybridisierung des Primers wurde die vorbereitete Plasmid-Lösung mit 2 J.Ll 5 x 
Sequenase-Puffer (USB, Cleveland, Ohio, USA) und 1 J.Ll geeignetem Primer (1 pmol/J.Ll) 
gemischt, für 5 min auf 65°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur abgekühlt. Zu dem 
Reaktionsansatz wurden dann 2 fll Markierungslösung (1,5 flM dGTP, 1,5 J.LM dCTP, 1,5 flM 
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dTTP), 1 J!l 0,1 M DTT, 1 J!l [35S] dATPaS und 2 J!l Sequenase (1,5 U/J.tl) zugegeben und 5 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Termination der Reaktion wurden je 3,5 J.tl dieser 
Markierungsmischung in vier (auf 37°C vorgewärmte) Eppendoif-Reaktionsgefäße gegeben, in 
die bereits 2,5 J!l der entsprechenden Terminationsmischungen* (mit dem entsprechenden 
Didesoxy-Nukleotid) vorgelegt wurden. Nach 5 min bei 37°C wurden die Reaktionen durch 
Zugabe von jeweils 4 J!l einer Stoplösung (95% (w/v) Formamid, 20 mM EDTA, 0,05% (w/v) 
Bromphenolblau, 0,05% (w/v) Xylencyanol FF) abgebrochen. Diese Stoplösung diente 
gleichzeitig als Gelladepuffer für die Auftrennung der Reaktionsprodukte. 
*Zusammensetzung der Terminationsmischungen: 
ddG-Mix: 80 J!M dGTP, 80 J!M dATP, 80 J!M dCTP, 80 J!M dTTP, 8 J!M ddGTP, 50 mM 
NaCl 
ddA-Mix: 80 J!M dGTP, 80 J!M dATP, 80 J!M dCTP, 80 J!M dTTP, 8 J!M ddATP, 50 mM 
NaCl 
ddT-Mix: 80 J!M dGTP, 80 J!M dATP, 80 J!M dCTP, 80 J!M dTTP, 8 J!M ddTTP, 50 mM 
Na Cl 
ddC-Mix: 80 J!M dGTP, 80 J!M dATP, 80 J!M dCTP, 80 J!M dTTP, 8 J!M ddCTP, 50 mM 
Na Cl 
Auftrennung der Sequenzierreaktionen durch denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese 
Zur Analyse wurden die Reaktionsprodukte aus der Sequenzierung in einem denaturierenden 
6% Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gellösung bestand aus 6% Acrylamid!Bisacrylamid-
Lösung (30/0,8) und 8 M Harnstoff in 1 x TBE (90 mM Tris pH 8,3, 90 mM Borsäure, 2,5 
mM EDTA pH 8,0). 40 ml dieser Lösung wurden zur Polymerisation mit 300 J.tl 10% (w/v) 
APS und 30 J.tl TEMED versetzt und zwischen zwei Glasplatten (20 x 40 cm) mit 0,15 mm 
dicken Abstandshaltern gegossen. Nach Einsetzen eines geeigneten Kammes zum Aussparen 
der Proben,-Taschen und Auspolymerisieren des Gels wurde das Gel in eine vertikale 
Laufapparatur eingespannt. Als Laufpuffer diente 1 x TBE. Um optimale denaturierende 
Bedingungen ( d.h. Temperaturen um 50°C) im Gel zu erreichen, ließ man das Gel vor dem 
Auftragen der Proben 30 min bei 1.500 V vorlaufen. Je 3 J.tl der Proben aus der 
Sequenzierreaktion wurden 3 min bei 95°C erhitzt, auf Eis abgekühlt und dann in die Taschen 
des Gels pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 1.500 V für 1,5 bis 4 h, abhängig von der 
gewünschten Sequenzinformation. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die 
Glasplatten getrennt, das Gel auf Whatman 3MM Papier aufgezogen und auf einem Geltrockner 
(Bio Rad, München) getrocknet. Das Gel wurde dann über Nacht bei -80°C einem Röntgenfilm 
exponiert. 
2.11 Radioaktive Markierung und Reinigung von Sonden für RNA-
Hybridisierungen 
Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten 
Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten für Hybridisierungen wurde nach einer 
Methode von Feinberg und Vogelstein, 1983 mit Hilfe des Prime-It II Random PrimerLabefing 
Kit der Firma Stratagene GmbH, Heidelberg durchgeführt. Hierzu wurden 25 ng DNA-
Fragment zusammen mit 10 J.tl random primer in einem Volumen von 35 J!l 5 min auf 95°C 
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erhitzt und bei Raumtemperatur abkühlen lassen. Dabei trennen sich die beiden Stränge des 
Fragments und die kurzen Primer-Stücke mit zufälliger Sequenz können sich an die 
Einzelstränge anlagern. Danach wurden der Reaktion 5 x Reaktionspuffer (mit den 
notwendigen dNTPs), 3 f..Ll [a-32p] dCTP und 2 f..Ll DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) 
zugegeben und für 10 min bei 37°C inkubiert. Hierbei findet ausgehend von den Primern die 
Synthese des neuen Doppelstranges statt, welcher durch den Einbau des [a-32p] dCTP 
radioaktiv markiert ist. 
Reinigung von radioaktiv markierten DNA-Fragmenten durch Gelfiltration 
Die Reinigung des markierten Fragments von nicht-inkorporierten Nukleotiden erfolgte durch 
Gelfiltration über eine Sephadex G50-Säule. Hierzu wurde ein Eppendoif-Reaktionsgefäß, das 
etwas Quarzsand enthielt und in dessen Boden sich ein kleines Loch befand, mit Sephadex G50 
in TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) bepackt und kurz bei 2000 g zentrifugiert. Dann 
wurden auf die Säule 30 f..Ll zerkleinerte denaturierte Lachsspermien-DNA (1 mg/ml) gegeben, 3 
min bei 2000 g zentrifugiert, mit TE gewaschen und nochmals zentrifugiert. Der Durchfluß 
dieser Zentrifugationen wurde jeweils verworfen. Die Säule wurde dann mit der radioaktiven 
DNA beladen und wiederum 3 min bei 2000 g zentrifugiert. Freie Radionuklide verbleiben 
dabei in der Gelmatrix, das markierte DNA-Fragment befindet sich im Durchfluß. Bevor das 
markierte Fragment als Sonde in einer Hybridisierung eingesetzt wurde, wurde sein 
Radioaktivität in einem Szintillationszähler (Kontron Analytical, Schweiz) bestimmt. 
2.12 Allgemeine Methoden zur Behandlung von Proteinen 
Proteinbestimmung (Lowry et al., 1951) 
Die Bestimmung der Proteinmenge in Zellextrakten erfolgte nach der Methode von Lowry et al. 
(1951). Für das Erstellen einer Eichkurve wurden 0, 10, 20, 30, 40, und 50 f..Ll einer BSA-
Stammlösung (1 mg/ml) mit Lowry-Reagenz I (2% (w/v) Na2C03, 0,1 M NaOH) auf 500 f..Ll 
aufgefüllt. Von den Proteinextrakten wurdenje 5 f..Ll mit 495 f..Ll Lowry-Reagenz I gemischt. 
Nach Zugabe von 1 ml Lowry-Reagenz IV (100 Volumen Lowry-Reagenz I, 1 Volumen 2% 
(w/v) Na-K-Tartrat, 1 Volumen 1% (w/v) CuS04) wurden die Proben 5 min bei 
Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurden unter sofortigem Mischen 100 f..Ll 50% Polin-
Lösung zugegeben. Nach 3 min Inkubation bei 37°C im Dunkeln wurden jeweils 300 f..Ll der 
Proben in eine Mikrotiterplatte pipettiert und die Extinktion bei 600 nm gegen einen Leerwert 
ohne Protein gemessen (Multiscan Plus MK Il, Labsystems, Finnland). Anhand der Eichkurve 
wurde dann die Proteinmenge in den Proben bestimmt. 
Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen über SDS-Polyacrylamidgele 
(Laemmli, 1970) 
Polyacrylamidgele zur Auftrennung von Proteinen bestanden aus einem 10% Trenngel und 
einem 5% Sammelgel und wurden zwischen zwei durch Kunststoff-Abstandshalter 
voneinander getrennte Glasplatten vertikal gegossen. Die Glasplatten wurden vor dem Gießen 
rundherum mit Agarose abgedichtet. Für eine 10% Trenngel-Lösung wurden 375 mM Tris-HCl 
pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS und 10% Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung (30/0,8) durch Zugabe 
von 0,1% (w/v) APS und 0,05% TEMED polymerisiert. Das Gel wurde bis zu einer Höhe von 
ca. 3 cm unterhalb des oberen Randes gegossen. Bis zum Auspolymerisieren des Trenngels 
wurde es mit Isopropanol überschichtet Für die 5% Sammelgel-Lösung wurden 125 mM Tris-
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HCl pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS und 5% Acrylamid!Bisacrylamid-Lösung (30/0,8) mit 0,1% 
(w/v) APS und 0,1% TEMED versetzt. Das Sammelgel wurde (nach Entfernen des 
Isopropanols) auf das Trenngel gegossen und ein geeigneter Kamm zum Aussparen der 
Proben-Taschen eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels wurde das Gel in 
eine vertikale Laufapparatur eingespannt. Die aufzutrennenden Proteinproben wurden in 
Laemmli-Probenpuffer (80 mM Tris pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 10% Glyzerin, 2% ß-
Mercaptoethanol, 0,01% (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen, für 10 min bei 95°C erhitzt, 
auf Eis abgekühlt und in die vom Kamm ausgesparten Taschen pipettiert. Um das 
Molekulargewicht der Proteine bestimmen zu können, wurde gleichzeitig ein geeigneter 
Molekulargewichts-Standard (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) mit vorgefärbten Proteinen 
mit auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in Laemmli-Laufpuffer (25 mM Tris pH 
8,3, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) bei 20mAbisdie Proben das Trenngel erreicht hatten, 
und dann bei 30mAbisdie Bromphenolblau-Bande den unteren Rand des Gels erreicht hatte. 
Wurden 35S-Methionin markierte Proteine aufgetrennt, so wurde das Gel auf Whatman 3MM 
Papier aufgezogen und auf einem Geltrockner (Bio Rad, München) getrocknet. Das Gel wurde 
dann über Nacht bei -80°C einem Röntgenfilm exponiert. Ansonsten wurden nach der 
Elektrophorese die Proteine im Gel entweder mit Coomassie-Brilliant-Blau angefärbt oder auf 
eine PVDF-Membran übertragen (siehe 2.18). 
Coomassie-Färbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen 
Durch Coomassie-Brilliant-Blau-Färbung wurden Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen sichtbar 
gemacht. Dazu wurde das Gel15 min in Färbelösung (0,2% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau, 
50% Methanol und 7,5% Essigsäure) geschüttelt. Die Entfärbung erfolgte in 50% Methanol 
und 7,5% Essigsäure für mehrere Stunden, bis die Protein-Banden sichtbar wurden. 
Anschließend wurde das Gel auf Whatman 3MM Papier auf einem Geltrockner (Bio Rad, 
München) getrocknet. 
2.13 Zellkultur 
Alle eukaryontischen Zellinien wurden in einem Brutschrank (Heraeus, Stuttgart) in 
befeuchteter Atmosphäre bei 37°C und 5% C02 in Zellkulturschalen oder -flaschen kultiviert. 
Sämtliche Arbeitsschritte mit Zellinien erfolgten an einer Sterilbank (Glatt AG, Schweiz). 
Medien, Puffer und Glaswaren für die Zellkultur wurden vor Gebrauch sterilisiert (120°C, 1,4 
bar, 20 min). 
Passagieren von Zellen 
Mit Ausnahme der THP-1-Monocyten handelte es sich bei allen verwendeten Zellinien (siehe 
2.6) um adherent wachsende Zellen. Diese Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz von der 
Kulturschale abgelöst und mit geringerer Dichte (gegebenenfalls für ein Experiment) wieder 
ausgesät. Hierzu wurden alle Lösungen auf 37°C vorgewärmt. Das Medium wurde abgesaugt, 
die Schale mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl2, 0,6 mM MgCh, 5 mM 
Na2HP04, 1,5 mM KH2P04) gewaschen und 0,25% Trypsinlösung (0,1 ml/cm Kulturschale) 
auf die Zellen gegeben. Bis die Zellen sich von der Zellkulturschale ablösten wurde die Schale 
bei 37°C in den Brutschrank gestellt (1-10 min). Dann wurden die Zellen mit frischem Medium 
abgespült, resuspendiert und in der jeweils gewünschten Verdünnung auf neue Kulturschalen 
verteilt. THP-1 Zellen wachsen in Suspension, so daß in diesem Falle kein Trypsinieren 
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notwendig war, sondern ein Teil der Zellsuspension mit frischem Medium verdünnt und 
rekultiviert werden konnte. Für ein Experiment wurde die Zellzahl mit einer Neubauer-
Zählkammer bestimmt. 
Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zum Einfrieren wurde eine Zellsuspension logarithmisch wachsender Zellen 3 min bei 500 g 
zentrifugiert und das Pellet in 3 ml Einfriermedium (Kulturmedium mit 10% DMSO) 
resuspendiert. Je 1 ml wurde in ein Einfrierröhrchen gegeben und mindestens 1 h auf Eis 
gestellt. Zum Aufbewahren wurden die Zellen zunächst bei -80°C eingefroren und spätestens 
nach einer Woche in flüssigen Stickstoff ( -196°C) überführt. 
Zum Auftauen wurden die Zellen direkt aus dem flüssigen Stickstoff in ein 37°C Wasserbad 
gestellt. Sobald die Zellen aufgetaut waren, wurden sie in 10 ml warmem Kulturmedium 
aufgenommen, zentrifugiert ( 3 min, 500 g) und zur Kultivierung in eine Kulturschale mit 
Medium gegeben. 
Herstellung von CCS (charcoal calf serum) für transiente Transfektionen (nach 
Westley und Rochefort, 1980) 
Mit dieser Methode wurde fötales Kälberserum (fetal calf serum, FCS) über Aktivkohle 
gereinigt, um im Serum noch vorhandene Hormone zu entfernen. Bei transienten 
Transfektionen mit anschließender Hormonbehandlung der Zellen wurde dann CCS an Stelle 
von FCS im Kulturmedium verwendet. Hierzu wurden 50 ml dextrangebundene Aktivkohle 
(25 g Aktivkohle, 2,5 g Dextran, 0,01 M Tris-HCl pH 7,4 pro Liter H20) für 10 min bei 
10.000 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zu diesem Aktivkohlepellet wurde dann 
250 ml FCS gegeben, resuspendiert und die Lösung 30 min im 56°C Wasserbad geschüttelt. 
Nach Zentrifugation für 20 min bei 10.000 g wurde diese Behandlung mit dem Überstand der 
Zentrifugation nochmals wiederholt. Nach erneuter Zentrifugation für 30 min bei 10.000 g 
wurde das von Hormonen gereinigte Serum sterilfiltriert, aliquotiert und bis zur Verwendung 
bei -20°C eingefroren. 
2.14 Transiente Transfektionen 
Calciumphosphat-Kopräzipitationsmethode (nach Graham und van der Eb, 
1973) 
Diese Methode wurde verwendet, um Cos-7, CV-1, LNCaP, MCF-7, QE und 293-Zellen zu 
transfizieren. MCF-7-Zellen wurden zwei Tage vor der Transfektion in phenolrot-freiem 
DMEM mit 3% CCS kultiviert. Das RPMI-Medium von LNCaP-Zellen wurde für die 
Transfektion gegen DMEM ausgetauscht. Für alle Transfektionen wurden 7 x 1Q5 Zellen pro 9 
cm Kulturschale einen Tag vor der Transfektion in entsprechendem Kulturmedium mit 100 
U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin ausgesät. Direkt vor der Transfektion bis zur 
Ernte der Zellen wurden, mit Ausnahme der QE-Zellen, alle Zellinien in Medium mit 3% CCS 
kultiviert. Für die Herstellung des Präzipitats wurden alle Lösungen (außer der DNA) auf 37°C 
vorgewärmt. Falls nicht anders vermerkt, wurden jeweils 10 ~g Plasmid-DNA pro 
Kulturschale transfiziert. (Betrug die zu transfizierende DNA-Menge weniger als 10 ~g, so 
wurde die Differenz durch Kotransfektion eines "Leervektor"-Kontrollplasmids aufgefüllt.) Die 
Präzipitatbildung wurde in einem Volumen von 500 ~1 pro Kulturschale durchgeführt. Hierzu 
wurde die DNA zunächst in H20 gegeben (H20-Volumen: 250 ~1 abzüglich der Volumina der 
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DNA- und der CaClTLösung). Dann wurden 250 ~12 x HBS (274 mM NaCl, 10 mM CaC12, 
1,4 mM Na2HP04, 1 mM D-Glucose, 40 :rpM HEPES, pH 7,05) zugegeben und die Lösung 
gut gemischt. Unter Schütteln wurden dann 25 ~1 2,5 M CaC12 zugetropft und das Präzipitat 
für 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Das Präzipitat (500 ~1) wurde dann zu 8 ml 
Medium einer Kulturschale zugetropft und in der Regel 5 bis 6 h auf den Zellen belassen (im 
Falle der 293-Zellen 16 h). Danach wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit 10 ml 
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCh, 0,6 mM MgCl2, 5 mM Na2HP04, 1,5 
mM KH2P04) gewaschen und 8 ml frisches Medium (mit 3% CCS, 100 U/ml Penicillin und 
100 mg/ml Streptomycin) zugegeben. hn Falle der CV -1, Cos-7 und LNCaP-Zellen wurden die 
Zellen vor dem Waschen für 2 min mit 4 m115% Glyzerin in PBS geschockt. Die Behandlung 
der Zellen erfolgte im Einzelnen wie im Ergebnisteil angegeben. Zellen, die unbehandelt 
blieben, erhielten eine entsprechende Menge des Lösungsmittels, in dem der jeweilige Induktor 
gelöst war. In der Regel wurden die Zellen direkt nach der Transfektion mit den entsprechenden 
Induktoren behandelt und nach ca. 40 h zur Durchführung der Enzymtests geerntet. 
DEAE-Dextran-Methode (nach Kawai und Nishizawa, 1984) 
Diese Methode wurde angewendet, um HeLa tk- Zellen transient zu transfizieren. Hierzu 
wurden 7 x 105 Zellen pro 9 cm Kulturschale einen Tag vor der Transfektion in DMEM, 3% 
CCS, 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin ausgesät. Pro Kulturschale wurden 5 
~g DNA mit 0,5 mg/ml DEAE-Dextran in 1 ml TBS (25 mM Tris-HCl pH 7,4, 137 mM NaCl, 
5 mM KCl, 0,7 mM CaCl2, 0,5 mM MgCh, 0,6 mM Na2HP04) gemischt. Das Medium 
wurde von den Zellen abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM 
KCl, 0,7 mM CaCh, 0,6 mM MgCl2, 5 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04) gewaschen. Für 
die Transfektion wurde dann 1 ml Transfektionsmix pro Schale auf die Zellen gegeben und 30 
min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei die Schale gelegentlich geschwenkt wurde. Danach 
wurde zu der Kulturschale mit dem Transfektionsmix 9 ml frisches Medium (DMEM mit 0,5% 
CCS) gegeben und für 4 bis 5 h im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die 
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und frisches Medium (DMEM, 3% CCS, 100 U/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin) zugegeben. 16 h nach der Transfektion wurden die 
Zellen dann mit den entsprechenden Induktoren behandelt und 24 h nach dieser Behandlung 
geerntet. Zellen, die unbehandelt blieben, erhielten eine entsprechende Menge des 
Lösungsmittels, in dem der jeweilige Induktor gelöst war. 
2.15 Analyse der Genexpression durch den Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT)-Aktivitätstest (Gorman et al., 1982) 
Präparation von Proteinextrakten für CAT-Analysen 
Die transient mit einem CAT-Reportergen kotransfizierten Zellen einer 9 cm Kulturschale 
wurden ca. 40 h nach der Transfektion zweimal mit je 8 ml PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 
0,7 mM CaCl2, 0,6 mM MgCh, 5 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04) gewaschen, in 1 ml PBS 
mit einem Gummischaber abgeschabt und in ein Reaktionsgefaß überführt. Die Zellsuspension 
wurde für 5 min bei 4000 g zentrifugiert und das Zellpellet in 100 ~1 250 mM Tris pH 7,8 
resuspendiert. Das Aufbrechen der Zellen erfolgte durch fünfmaliges Schockgefrieren im 
Ethanol/Trockeneisbad und anschließendes Wiederauftauen im 37°C Wasserbad. Die 
Zelltrümmer wurden für 5 min bei 10.000 g zentrifugiert und der proteinhaltige Überstand nach 
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Proteinbestimmung (siehe 2.12) direkt für den Enzymtest verwendet oder bei -80°C 
aufbewahrt. 
CAT-Aktivitätstest 
Zur Bestimmung der CAT-Enzymaktivität wwde von allen Proben die gleiche Proteinmenge 
( 60 J..Lg) in die Reaktion eingesetzt. Die entsprechende Menge an Proteinextrakt wurde mit 250 
mM Tris, pH 7,8 auf 180 J..Ll aufgefüllt. Nach Zugabe von 2 J..Ll14C-Chloramphenicol (Substrat) 
und 20 J..Ll 4 mM Acetyl-Coenzym A (Acetylgruppen-Donor) wurde gut gemischt und die 
Reaktion für 2 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 1 ml 
Ethylacetat abgestoppt. Durch starkes Mischen wurde das Chloramphenicol und seine 
acetylierten Produkte aus der wäßrigen Phase extrahiert. Die Phasen wurden durch 
Zentrifugieren für 3 min bei 10.000 g getrennt und die Oberphase in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt, um das Ethylacetat im Vakuum (SpeedVac Evaporator, Savant, Farmingdale) 
einzutrocknen. Das sedimentierte Chloramphenicol wurde in 15 J..Ll Ethylacetat wieder 
resuspendiert und tröpfchenweise punktförmig auf eine Kieselgel-DC-Platte aufgetragen. Die 
chromategraphische Auftrennung erfolgte in einer Glas-Laufkammer mit Chloroform/Methanol 
(9:1) als Laufmittel für ca. 60 min. Nach Trocknen der DC-Platte an der Luft wurde diese 
einem Röntgenfilm bei Raumtemperatur über Nacht exponiert. 
Die Auswertung des CAT-Tests erfolgte über die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität 
der Chloramphenicol-Acetyltransferase. Hierzu wurden die bei der Reaktion entstandenen 
verschiedenen Formen des acetylierten und das nicht acetylierte Chloramphenicol auf der DC-
Platte mit Hilfe eines Phosphoimagers (Phospholmager, Fujix BAS 1000) quantifiziert. Der 
Umsatz an Chloramphenicol wurde als Anteil der acetylierten Formen an der Gesamtmenge 
eingesetzten Chloramphenicols in % berechnet. Die spezifische Aktivität in pmol Umsatz pro 
Stunde und J..Lg eingesetztes Protein errechnet sich dann nach folgender Formel: 
7400 pmol x Umsatz in% I 100 x 2 h x J..Lg Protein 
2.16 Analyse der Genexpression durch den Luciferase-
Aktivitätstest (nach de W et et al., 1987) 
Präparation von Proteinextrakten für Luciferase-Analysen 
Die transient mit einem Luciferase-Reportergen kotransfizierten Zellen einer 9 cm Kulturschale 
wurden nach ihrer Behandlung mit Induktoren zweimal mit PBS ohne Kalzium und Magnesium 
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 5 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04) gewaschen, 400 J..Ll 
eiskalter Lysispuffer (0,1 M Tris-Acetat pH 7 ,5, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100) zugegeben 
und die Schalen für 15 min unter gelegentlichem Schwenken bei 4°C inkubiert. Dann wurden 
die Zellen im Lysispuffer mit einem Gummischaber auf Eis abgeschabt und in ein gekühltes 
Reaktionsgefäß überführt. Nach starkem Mischen wurde das Zellysat zum Abtrennen der 
Zelltrümmer 10 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert. Der proteinhaltige Überstand wurde in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt, seine Proteinkonzentration bestimmt (siehe 2.12) und 
direkt für den Enzymtest verwendet. 
Luciferase-Aktivitätstest 
Zur Bestimmung der Luciferase-Enzymaktivität wurde von allen Proben die gleiche 
Proteinmenge (200 J..Lg) in die Reaktion eingesetzt. Hierzu wurde pro Probe die entsprechende 
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Menge an Proteinextrakt mit 350 J.Ll Reaktionspuffer (25 mM Glycylglycin, 15 mM MgS04, 4 
mM EGTA, 2 mM ATP, 1 mM DTT, pH 7,8) und 100 J.Ll Luciferin-Lösung (Substrat) (0,2 
mM Luciferin in 25 mM Glycylglycin, 15 mM MgS04, 4 mM EGTA, pH 7,8) versetzt. Das 
bei dieser Reaktion von Luciferin zu Oxyluciferin freigesetzte Licht wurde dann für 10 sec bei 
560 nm in einem Luminameter (Lumat LB9501, Berthold) gemessen und die relativen 
Lichteinheiten (relative light units, RLU) als Maß der Luciferase-Aktivität dokumentiert. 
2.17 Analyse von RNA durch Transfer auf 
Detektion durch radioaktiv markierte 
(Northern-Blot) 
Präparation von poly A+ RNA aus Zellen 
Membranen und 
DNA-Fragmente 
Zur Präparation von poly A+ RNA aus Zellen wurden je 3 x 106 Zellen auf einer 15 cm 
Kulturschale ausgesät, für 24 h in ihrem entsprechenden Medium wachsen gelassen und dann 
für 24 hin Medium mit 0,5% FCS gehungert. Danach wurden die Zellen mit den angegebenen 
Induktoren behandelt, wobei Zellen, die unbehandelt blieben, eine entsprechende Menge des 
Lösungsmittels erhielten, in dem der jeweilige Induktor gelöst war. Zur Ernte der Zellen 
wurden sie zweimal mit kaltem PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCh, 0,6 mM 
MgCb, 5 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04) gewaschen und in 10 ml sterilem STE (20 mM 
Tris pH 7,4, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5% (w/v) SDS, 300 J.Lg/ml Proteinase K) 
abgeschabt, wobei die Zellen lysierten. Die genornisehe DNA der Zellen wurde mit Hilfe eines 
Ultra-Turax™-Homogenisators (Janke u. Kunker GmbH & CoKG, Staufen) für 30 sec 
geschert und die Suspension für 30 min bei 37°C inkubiert. Nachdem die Endkonzentration von 
N aCl auf 0,5 M gebracht wurde, wurde pro Ansatz 100 mg Oligo-dT -Zellulose 1: 1 in HSB ( 10 
mM Tris-HCl pH 7,4, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS) zugegeben. Unter 
ständigem Rotieren über Nacht bei Raumtemperatur konnte die poly A + RNA an die Oligo-dT-
Zellulose binden. Die Oligo-dT -Zellulose wurde dann durch wiederhohes Zentrifugieren für 2 
min bei 1000 g dreimal mit HSB gewaschen. Die Elution der poly A + RNA erfolgte danach 
ebenfalls durch Zentrifugieren dreimal mit 1 ml und einmal mit 0,5 ml H20. Zur vollständigen 
Entfernung der Oligo-dT -Zellulose wurden die 3,5 ml eluierte poly A + RNA nochmals für 5 
min bei 2000 g abzentrifugiert. Die Konzentration der RNA wurde mit 500 J.Ll des Eluats 
spektralphotometrisch bestimmt (siehe 2.7). Die verbleibenden 3 ml RNA wurden mit 3 M 
NaAc pH 4,8 auf eine Endkonzentration von 0,2 M NaAc gebracht und zusammen mit Hefe-
tRNA (1 J.Lg/ml) als Fällungshilfe und dem 2,5-fachen Volumen an Ethanol über Nacht bei 
-20°C gefällt. Nach der Fällung wurde die RNA bei 10.000 g und 4°C für 30 min zentrifugiert, 
das Pellet an der Luft getrocknet und in H20 resuspendiert (in der Regel zu einer Konzentration 
von 0,5 J.Lg!J.Ll). Die RNA wurde dann bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. 
Auftrennung von RNA durch Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von RNA erfolgte in 1% horizontalen Agarosegelen. Hierzu wurde 1 g 
Agarose in 100 ml 1 x MOPS-Puffer (20 mM MOPS, 5 mM NaAcetat, 0,5 mM EDTA, pH 
7 ,0) durch Erhitzen gelöst und nach Abkühlen auf ca. 60°C mit 5 J.Ll Ethidiumbromid und 5 ml 
Formaldehyd (37%) gemischt. Das Gel wurde in eine horizontale Kammer gegossen, wobei 
mit Hilfe eines Kammes Taschen für das Auftragen der Proben ausgespart wurden. Als 
Laufpuffer diente 1 x MOPS-Puffer. 5 J.Lg poly A + RNA wurden dann in 20 J.Ll RNA-
Probenpuffer (17,6% Formaldehyd, 50% rekristallisiertes Formamid, 5% Glyzerin, 0,05% 
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(w/v) Bromphenolblau in MOPS-Puffer) 10 min auf 55°C erhitzt, aufBis abgekühlt und in die 
Taschen pipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 80 V, bis die Bromphenolblau-Bande ca. 
8 cm weit gewandert war. Nach erfolgter Auftrennung wurde das Gel unter einem UV-
Transilluminator (IL-350M, Bachofer, Reutlingen) photographiert und die Lage der 28s und 
18s ribosemalen RNA markiert, bevor es zur weiteren Analyse der RNA für den Northern-Blot 
verwendet wurde. 
Northern-Blot und Hybridisierung 
Der Transfer von aufgetrennter RNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran (Hybond 
N+) erfolgte durch Kapillarkräfte. Hierzu wurden in einer Wanne mit 20 x SSC (3M NaCl, 0,3 
M Na-Citrat, pH 6,7) drei Lagen Whatman 3MM-Papier (in 20 x SSC getränkt) auf einer 
Glasplatte so angeordnet, daß die Enden der Papierlagen in das SSC getaucht waren. Darauf 
wurde das Gel gelegt, auf das Gelluftblasenfrei die Nylonmembran und auf diese wiederum 
drei Gelstück-große Lagen Whatman 3MM-Papier. Diese Anordnung wurde mit einem Stapel 
Zellstoff überschichtet und mit einem Gewicht beschwert, so daß durch die Kapillarkräfte die 
Flüssigkeit nach oben gesaugt und dadurch die RNA auf die Membran übertragen wurde. Der 
Transfer erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. 
Nach beendetem Transfer wurde auf der Membran die Position der Probentaschen und der 28s 
und 18s ribosemalen RNA markiert. Durch Bestrahlung mit UV-Licht für 35 sec in einem 
Stratalinker 2400 (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA) wurde die RNA kovalent 
an die Membran fixiert. 
Zur Detektion einer bestimmten messenger RNA wurde die Membran mit einem für die mRNA 
spezifischen, radioaktiv markierten DNA-Fragment hybridisiert. Hierzu erfolgte zunächst eine 
Vorhybridisierung der Membran für 2 h im 65°C-Wasserbad in 200 ml Vorhybridisierungs-
Lösung (4 x SSC, 3,3% PiPPi*, 1 x Denhard's Lösung**, 0,1% (w/v) SDS). Zur Absättigung 
unspezifischer Bildungsstellen wurde in der zweiten Stunde der Prähybridisierung zerkleinerte 
denaturierte Lachsspermien-DNA zu einer Endkonzentration von 20 J..Lg/ml zugegeben. Für die 
Hybridisierung wurde die Membran ·ctann luftblasenfrei in einen Plastikbeutel mit 
Hybridisierungs-Lösung eingeschweißt und über Nacht bei 65°C inkubiert. Die 
Hybridisierungs-Lösung enthielt in der Regel3 x 106 cpm/ml der radioaktiv markierten DNA-
Sonde (siehe 2.11) (10 min bei 95°C denaturiert) in 4 x SSC, 10 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS 
und 20 J..Lg/ml Lachsspermien-DNA. Zur Entfernung unspezifisch gebundener Radioaktivität 
wurde die Membran nach der Inkubation unter Schütteln bei 65°C jeweils 30 min in 
Waschlösung 1-4*** gewaschen. Anschließend wurde die Membran in Folie eingeschweißt 
und mit einer Verstärkerfolie einem Röntgenfilm bei -80°C exponiert. 
Bevor die Membran für eine weitere Hybridisierung mit einer anderen Sonde verwendet werden 
konnte, wurde die ursprüngliche Sonde durch Kochen der Membran in 0,1% SSC/0, 1% SDS 
entfernt. Die Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgte dann wie oben beschrieben. 
*PiPPi: 1,5% N~P207, 200 mM NaH2P04, 300 mM Na2HP04, pH 7,3 
**50 x Denhard's-Lösung: 1% Ficoll, 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% (w/v) BSA 
***Waschlösung 1:2 x SSC, 3,3% PiPPi, 0,1% (w/v) SDS 
Waschlösung'2 und 3: 1 x SSC, 3,3% PiPPi, 0,1% (w/v) SDS 
Waschlösung 4: 0,5 x SSC, 3,3% PiPPi, 0,1% (w/v) SDS 
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2.18 Analyse von Proteinen durch Transfer auf Membranen und 
Detektion durch spezifische Antikörper (Western-Blot) 
Präparation und Auftrennung von Proteinextrakten für den Western-Blot 
Für Western-Elot-Analysen wurden am Vortag je 5 x 105 Zellen in ihremjeweiligen Medium 
auf 5 cm Kulturschalen ausgesät (LNCaP- und T47D-Zellen mit 3% CCS; MCF-7-Zellen 
wurden zuvor schon zwei Tage in Phenolrot-freiem DMEM mit 3% CCS kultiviert, was zum 
Aussäen und bis zur Ernte der Zellen beibehalten wurde). Die Zellen wurden dann für die 
angegebenen Zeiten mit den im Einzelnen angegebenen Induktoren behandelt, wobei Zellen, die 
unbehandelt blieben, eine entsprechende Menge des Lösungsmittels erhielten, in dem der 
jeweilige Induktor gelöst war. Nach dieser Behandlung wurden die Zellen einmal mit eiskaltem 
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaClz, 0,6 mM MgClz, 5 mM Na2HP04, 1,5 
mM KHzP04) gewaschen und als Lysispuffer 400 J.Ll2 x Laemmli-Probenpuffer (0,16 M Tris 
pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 20% Glyzerin, 4% ß-Mercaptoethanol, 0,02% (w/v) 
Bromphenolblau) auf die Zellen gegeben. Nach Inkubation auf Eis für 10 min unter 
gelegentlichem Schwenken wurde das Zellysat abgeschabt und in ein gekühltes Reaktionsgefäß 
überführt. Zum Scheren der DNA wurden die Proben sonifiziert (Eranson Sonifier, G. 
Heinemann, Schwäbisch-Gmünd) und die Zelltrümmer 5 min bei 10.000 g abzentrifugiert. Zur 
Analyse dieses Proteinextraktes wurden ca. 50 J.Ll jeder Probe (gleiche Proteinkonzentration) in 
einem 10% SDS-Polyacrylamidgel (siehe 2.12) aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde ein 
Teil des Gels, der nicht auf eine Membran transferiert werden sollte, mit Coomassie-Blau 
gefärbt (siehe 2.12), um zu bestätigen, daß bei unterschiedlichen Proben jeweils gleiche 
Proteinmengen eingesetzt wurden. Der das zu analysierende Protein enthaltende Gelbereich 
wurde für den Western-Elot verwendet. 
Western-Blot und Detektion von Proteinen auf Membranen 
Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotransfer mit Hilfe einer Naßtransfer-
Kammer (Trans-Elot, Bio Rad, München) auf eine PVDF-Membran (lmmobilon™-P) 
übertragen. Zuvor wurde die Membran ca. 1 min in Methanol aktiviert und anschließend 10 min 
gewässert. Mit Hilfe eines Trägers wurde die Membran dann direkt zusammen mit dem Gel 
luftblasenfrei zwischen je drei Lagen Whatman 3MM-Papier feucht in Transferpuffer (48 mM 
Tris-Base, 39 mM Glycin, 10% Methanol) zusammengebaut. Der Träger wurde dann senkrecht 
in die mit Transferpuffer gefüllte Kammer eingesetzt, so daß die Membran zur Anode hin 
orientiert war. Der Transfer erfolgte über Nacht bei 4°C und 300 mA. 
Nach beendetem Transfer wurde die Membran (mit den gebundenen Proteinen) kurz in PBS 
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaClz, 0,6 mM MgClz, 5 mM Na2HP04, 1,5 mM 
KH2P04) gewaschen und zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen für 2-16 h bei 
Raumtemperatur in PBS mit 10% (w/v) Magermilchpulver, 0,15% Tween 20 geschwenkt. 
Anschließend wurde die Membran kurz in PBS gewaschen, mit dem jeweiligen 
Primärantikörper (1:1000 verdünnt in PBS mit 10% (w/v) Magermilchpulver, 0,15% Tween 
20) luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweißt und 2 h bei Raumtemperatur unter 
ständigem Rotieren inkubiert. Die Membran wurde dann dreimal für 10 min in PBS mit 0,3% 
Tween 20 gewaschen und mit dem Meerrettich-Peroxidase konjugierten Sekundärantikörper 
(1:3000 verdünnt in PBS mit 10% (w/v) Magermilchpulver, 0,15% Tween 20) analog zur 
ersten Hybridisierung für 1 h inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen für jeweils 5 min in PBS 
mit 0,3% Tween 20 wurden die spezifisch erkannten Proteinbanden mit Hilfe des an den 
Primärantikörper gebundenen Sekundärantikörpers durch Chemolumineszenz sichtbar gemacht. 
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Diese Detektion basiert auf der Oxidation eines Substrates, bei der Licht freigesetzt wird und die 
in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid von Meerrettich-Peroxidase katalysiert wird. Hierzu 
wurde die Membran mit 3 ml einer frisch bereiteten 1:1-Mischung der ECL Western-Elot 
Nachweisreagenzien (Amersham, RPN 2106) beschichtet und in Folie eingeschlagen. In der 
Dunkelkammer wurde dann so lange ein Röntgenfilm exponiert, bis die Proteinbanden gut 
sichtbar waren. 
2.19 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe von 
GST-Fusionsproteinen 
In vitro Transkription/Translation 
Um radioaktiv markierte Glucocorticoidrezeptor-Proteine für GST -Fusionsprotein-
Interaktionstests zu erhalten, wurde die entsprechende cDNA in vitro transkribiert und die 
entstandene mRNA in Anwesenheit von L-[35S]-Methionin in vitro translatiert. Diese 
Reaktionen wurden in einem Schritt mit Hilfe des TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate System 
(Promega, Madison, WI, USA) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Reaktion 
erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50 j..tl H20 mit folgenden Komponenten für 90 min bei 
30°C: 
25 j..tl TNT Retikulozytenlysat aus Kaninchen 
2 j..tl TNT Reaktionspuffer 
1 j..tl TNT RNA Polymerase (T3 oder T7) 
1j..tl Aminosäuren-Lösung (ohne Methionin, 1 mM) 
4j..tl L-[35S]-Methionin 
1 j..tl RNasin Ribonuklease-Inhibitor ( 40 U/j..tl) 
1j..tg cDNA enthaltendes Plasmid 
[cDNAs im pBluescript II SK Vektor wurden mit T7 RNA-Polymerase transkribiert, cDNAs 
im pBAT Vektor mit T3 RNA-Polymerase.] 
Anschließend wurden die in vitro synthetisierten Glucocorticoidrezeptor-Proteine vor dem 
Interaktionstest durch Inkubation mit Dexamethason (10-7M Endkonzentration) für 15 min bei 
Raumtemperatur und 15 min auf Eis in einen aktiven Zustand gebracht. 
Produktion und Reinigung von Glutathion-S-Transferase (GST) Fusions-
proteinen 
Eukaryontische Proteine können durch Fusion mit dem Protein Glutathion-S-Transferase 
(GST) aus Schistosoma japonicum in großen Mengen und in löslicher Form in Bakterien 
exprimiert werden (Smith und Johnson, 1988). Die Affinität von GST für Glutathion 
ermöglicht eine Reinigung der Fusionsproteine aus bakteriellem Rohlysat mittels 
Affinitätschromatographie an immobilisiertem Glutathion. Die cDNA des zu exprimierenden 
Proteins ist hierzu in einem speziellen Vektor an das 3'-Ende des GST-Gens kloniert. Zur 
Expression der Plasmide wurde der E. coli Stamm BL21 verwendet, der mit dem 
entsprechenden Expressionsplasmid transformiert war. 
100 ml einer stationären Kultur dieses Bakterienstammes wurde 1: 10 mit TY -Selektionsmedium 
(1% Hefeextrakt, 2% (w/v) Bacto-Trypton, 1% (w/v) NaCl, 100 j..tg/ml Ampicillin) auf 1 Liter 
verdünnt und bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Nach einer Stunde wurde die Expression des 
Fusionsproteins in den Bakterien durch Zugabe von 0,1 M IPTG induziert und die Bakterien 
weitere 5 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien durch Zentrifugation für 10 
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min bei 3000 g und 4°C sedimentiert und in 10 ml PBS ohne Kalzium und Magnesium (137 
mM NaCl, 2,7 mM KCl, 5 mM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04) mit 2 mM EDTA und 2 mM 
PMSF resuspendiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Durch sonifizieren 
(Branson Sonifier, G. Heinemann, Schwäbisch-Gmünd) wurden die Zellen aufgebrochen und 
die bakterielle DNA geschert. Nach Zugabe von 1% Triton X-100 wurden unlösliche 
Bakterienbestandteile durch Zentrifugation für 10 min bei 10.000 g und 4°C entfernt. Die 
Fusionsproteine im Überstand wurden dann zur Kopplung an Glutathion mit 4 ml in PBS 
gequollener Glutathion-Agarose (1:1 in PBS ohne Kalzium und Magnesium) für 1 h bei 4°C 
unter Rotieren inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 50 ml eiskaltem PBS (ohne 
Kalzium und Magnesium) wurde die Glutathion-Agarose mit den gebundenen Fusionsproteinen 
auf eine Säule transferiert. Das Fusionsprotein wurde dann mit 9 ml 5 mM reduziertem 
Glutathion (in 50 mM Tris pH 8,0) in 1 ml Fraktionen bei 4 °C aus der Säule eluiert. Die 
Anwesenheit des Fusionsproteins in den einzelnen Fraktionen wurde durch elektrophoretische 
Auftrennung in einem 10% SDS-Polyacrylamidgel (siehe 2.12) und anschließender Coomassie-
Färbung (siehe 2.12) überprüft. Fraktionen mit hohem Gehalt an Fusionsprotein wurden 
vereinigt und gegen PBS bei 4°C dialysiert. Nach der Dialyse wurde eine Probe des 
Fusionsproteins zur Konzentrationsbestimmung nochmals in einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel zusammen mit definierten Mengen BSA als Standard aufgetrennt und 
Coomassie-gefärbt. Durch Vergleich der Bandenintensitäten wurde die Konzentration des 
Fusionsproteins bestimmt. Das gereinigte Fusionsprotein wurde dann mit 10% Glycerol und 1 
mM DTT versetzt und in Aliquots bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. 
GST-Fusionsprotein-Interaktionstest 
Die Interaktion zweier Proteine wurde mit Hilfe von GST-Fusionsproteinen und in vitro 
translatierten Proteinen untersucht. Hierbei macht man sich die Affinität von GST-
Fusionsproteinen an immobilisiertes Glutathion zunutze. 20 f!g gereinigtes GST-
Fusionsprotein wurden an 40 f!l Glutathion-Agarose (1:1 in PBS ohne Kalzium und 
Magnesium mit 1% Triton X-100) in einem Mindestvolumen von 800 f.ll (PBS mit 10% 
Glycerol, 1 mM DTT) für 20 min bei Raumtemperatur und 1 h bei 4 °C unter Rotieren 
gebunden. Anschließend wurde die Glutathion-Agarose durch wiederhoHes Zentrifugieren für 
10 sec bei 10.000 g dreimal mit kaltem PBS und zweimal mit kaltem LBST-Puffer (20 mM 
HEPES-KOH pH 7,9, 100 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA, 0,05% NP40, 1,5% 
Triton X-100) gewaschen. Die mit Fusionsprotein beladene Glutathion-Agarose wurde dann 
mit 10 f!l des entsprechenden in vitro translatierten, 35S-markierten Proteins in einem 
Gesamtvolumen von 200 f!l LBST-Puffer, 1 mM DTT, 1 mM PMSF gemischt. Unter Rotieren 
für 30 min bei Raumtemperatur und 30 min bei 4 °C wurde eine Interaktion zwischen den beiden 
Proteinpartnern ermöglicht. Daraufhin wurde die Glutathion-Agarose nochmals durch 
wiederholtes Zentrifugieren für 10 sec bei 10.000 g viermal auf Eis mit kaltem LBST-Puffer 
gewaschen. Die an das Glutathion gebundenen Proteine wurden schließlich durch Zugabe von 
25 f!l2 x Laemmli-Probenpuffer (160 mM Tris, pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 20% Glyzerin, 4% ß-
Mercaptoethanol, 0,02% (w/v) Bromphenolblau), Mischen und Erhitzen für 10 min bei 95°C 
von der Glutathion-Agarose eluiert. Die Analyse der Proteine erfolgte durch Auftrennung in 




Die Hemmung der Genexpression (Transrepression) durch Glucocorticoide wird mit deren 
entzündungshemmender und immunsuppressiver Wirkung in Verbindung gebracht und ist 
deshalb eine wichtige Eigenschaft des Glucocorticoidrezeptors (GR). Unter diesem Aspekt 
wurde in der vorliegenden Arbeit die genreprimierende Eigenschaft des menschlichen 
Glucocorticoidrezeptors genauer charakterisiert. Hierzu wurde zunächst mit zwei verschiedenen 
Ansätzen gezeigt, daß Transaktivierung und Transrepression zwei unterschiedliche Funktionen 
des GR sind und getrennt werden können. 
Im ersten Teil der Arbeit wurde dies durch Verwendung von Rezeptor-Mutanten erreicht. Mit 
Hilfe dieser "dissoziierenden" Mutanten wurde dann die reprimierende Wirkung des GR auf 
verschiedene Transkriptionsfaktoren und an verschiedenen Zielgenen verglichen, um zu klären, 
ob ein einheitlicher Mechanismus für die Repression verschiedener Gene existiert. 
Ein weiterer Ansatz zur Unterscheidung der verschiedenen Aktivitäten des GR ist im zweiten 
Teil der Arbeit dargestellt. Hier wurde die genaktivierende und -reprimierende Eigenschaft des 
Rezeptors unter Verwendung synthetischer Liganden des GR getrennt und untersucht, ob eine 
dieser Eigenschaften mit der anti-inflammatorischen Wirkung dieser Liganden korreliert werden 
kann. 
Bei der anti-inflammatorischen Wirkung von Glucocorticoiden spielt die Hemmung der 
Aktivität des Transkriptionsfaktors NF-'KB durch den GR die wohl entscheidendste Rolle. 
Deshalb wurden im dritten Teil dieser Arbeit u.a. die in den ersten beiden Abschnitten 
gewonnenen Erkenntnisse mit GR-Mutanten und -Liganden angewendet, um die molekularen 
Mechanismen der Hemmung von NF-'KB genauer zu charakterisieren. 
3 .1 Trennung von Transaktivierung und Transrepression mit Hilfe 
von Mutanten des GR und Vergleich seiner trans-
reprimierenden Aktivität an verschiedenen Zielgenen 
3 .1.1 Zur Unterscheidung von Transaktivierung und Transrepression ver-
wendete Mutanten 
In vorangegangenen Untersuchungen (Lucibello et al., 1990; Schüle et al., 1990; Yang-Yen et 
al., 1990; Kerppola et al., 1993; Heck, 1993) wurde durch Mutationsanalysen gezeigt, daß die 
zentral gelegene DNA-Bindedomäne (DBD) des GR eine entscheidende Rolle bei der 
Repression des Transkriptionsfaktors AP-1 und AP-1-regulierter Gene spielt. Die DNA-
Bindedomäne ist jedoch auch notwendig für die Dimerisierung von Rezeptormolekülen, für ihre 
Bindung an die DNA und folglich auch für die Transaktivierung von Genen durch den GR (zur 
Übersicht siehe Beato, 1989; Cato et al., 1992a). Durch eine Mutationsanalyse des GR sollten 
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deshalb in diesem Bereich bestimmte Sequenzen identifiziert werden, die wichtig für die 
Transrepression bzw. Transaktivierung sind und durch deren Mutation diese beiden Aktivitäten 
des GR voneinander getrennt werden können. 
Hierzu wurden zwei Gruppen von Punktmutanten in der DNA-Bindedomäne des GR 
verwendet. Sie sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt. Die Benennung der Mutanten 
erfolgte nach der alten Aminosäure, die der entsprechenden Stelle im Wildtyp-GR entsprach, 
gefolgt von der Position im GR an der der Austausch stattfand, gefolgt von der neuen 
Aminosäure an der mutierten Position. So wurde beispielsweise in S425G ein Serin (S) an 
Position 425 im Wildtyp-GR durch ein Glycin (G) ersetzt. Doppelmutanten wurden durch einen 
Schrägstrich gekennzeichnet. Eine Ausnahme bei der Benennung bildet die Mutante 
phGR(D4X). Bei ihr wurden insgesamt vier Aminosäurepositionen mutiert. 
A 
B 
421 441 457 476 481 

















Abb. 4: Schematische Darstellung des Zinkfinger-Bereiches der DNA-Bindedomäne und der 
verwendeten Punktmutanten des GR. In (A) sind die zwei Zinkfinger des menschlichen GR im 
Einbuchstabencode der Aminosäuren 421-481 schematisch dargestellt. Die Zahlen bezeichnen die Positionen der 
Aminosäuren. Die mit einem Kreis umrandeten Aminosäuren wurden bei den Mutanten der Gruppe I 
ausgetauscht, die quadratisch umrandeten bei den Mutanten der Gruppe li. In (B) ist dieser Bereich im 
Einbuchstabencode der Aminosäuren linear dargestellt. Gezeigt ist untereinander die Wildtyp-Sequenz des 
menschlichen GR und des menschlichen MR, sowie eine Liste der verwendeten Mutanten. Striche zeigen an, daß 
an dieser Stelle die gleiche Aminosäure vorliegt wie im Wildtyp-GR. Bei Abweichungen von der Wildtyp-GR-
Sequenz ist an dieser Position die Aminosäure angegeben. Die Benennung der Mutanten ist im Text erklärt. 
Gruppe I der Mutanten besitzt Aminosäure-Austäusche an bestimmten Positionen in den zwei 
Zinkfinger-Strukturen der DBD des GR, aber außerhalb der sogenannten 
Dimerisierungsdomäne (Aminosäuren 458-462). Die Überlegung zur Herstellung dieser 
Mutanten basierte auf der Beobachtung, daß der Mineralocorticoidrezeptor (MR) ein schlechter 
Repressor der AP-1-Aktivität ist, sichjedoch innerhalb der DBD in nur vier Aminosäuren von 
der Sequenz des GR unterscheidet (siehe Abb. 4B). Da die DBD wichtig für die 
Transrepression ist, lag die Vermutung nahe, daß diese Sequenzen möglicherweise an der 
Repression beteiligt sind. Deshalb wurden bei den Gruppe I-Mutanten genau diese vier 
Positionen entweder einzeln oder in Kombination mutiert. Bei der Mutagenese entstanden durch 
einen Fehler der Taq-Polymerase zusätzlich zwei weitere Mutationen (C476W/R479Q und 
R477S), die sich an interessanten Positionen befinden, weshalb die resultierenden Rezeptor-
Mutanten ebenfalls für die folgenden Analysen verwendet wurden. 
Gruppe II der Mutanten besitzt Punktmutationen in der Dimerisierungsdomäne (Aminosäuren 
458-462) innerhalb der DBD. (Bei zwei dieser Mutanten wurde während der Mutagenese 
ebenfalls durch einen Fehler der Taq-Polymerase noch zusätzlich eine Aminosäure an Position 
454 außerhalb der Dimerisierungsdomäne ausgetauscht.) Die Idee zur Herstellung der Gruppe 
II-Mutanten basierte auf der Beobachtung, daß der Bereich mit den Aminosäurepositionen 458-
462 an der Basis des zweiten Zinkfingers wichtig für die Dimerisierung des GR ist (Umesono 
und Evans, 1988; Dahlman-Wright et al., 1991). Mutationen in dieser Dimerisierungsdomäne 
sollten letztendlich die transaktivierende Eigenschaft des GR behindern. In einer 
vorangegangenen Untersuchung wurde beschrieben, daß eine einzelne Mutation in diesem 
Bereich von Alanin zu Threonin im Androgenrezeptor (AR) (entsprechend der Position 458 im 
GR) zu einer Mutante führt, deren Fähigkeit zur Dimerisierung, DNA-Bindung und 
Transaktivierung stark verringert ist (Kaspar et al., 1993). 
Im Folgenden wurde nun untersucht, ob die Gruppe I- und Gruppe II-Mutanten in ihrer 
transaktivierenden und/oder transreprimierenden Eigenschaft beeinträchtigt sind und ob sie sich 
dadurch zur Unterscheidung dieser beiden Rezeptorfunktionen eignen. (Die Ergebnisse zur 
Analyse der transaktivierenden Eigenschaften der Rezeptor-Mutanten wurden von A.C.B. Cato 
zur Verfügung gestellt. Sie werden in dieser Arbeit einleitend nochmals wiedergegeben, da sie 
grundlegend für alle weiteren Untersuchungen sind.) 
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3 .1. 2 Transaktivierende Eigenschaften der Gruppe I und Gruppe II-Mutanten 
Der Mechanismus der Transaktivierung von Genen durch den GR ist relativ gut charakterisiert. 
Sie erfolgt ausschließlich durch Bindung von Rezeptor-Homodirneren an klassische GREs in 
der Promotorregion von Zielgenen und anschließende Kommunikation mit der Transkriptions-
maschinerie (siehe Kapitell). Ein sehr gut untersuchtes Modell für diesen Mechanismus der 
positiven Genregulation durch den GR ist der Long Terminal Repeat (LTR)-Promotor des Maus 
Mamma Tumor Virus (MMTV), der ein auf Hormone reagierendes Element (HRE) mit vier 
Rezeptor-Bindestellen enthält. Zur Analyse der Transaktivierung wurde deshalb das MMTV-
Reporterplasmid pHCwt-CAT zusammen mit denjeweiligen Rezeptor-Expressionsplasmiden in 
CV-1-Zellen (Affen-Nierenzellen), die selbst keinen endogenen GR enthalten, transient 
transfiziert. Durch Messung der Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Aktivität wurde 
getestet, ob die Rezeptormutanten in Anwesenheit des synthetischen Glucocorticoidhormons 
Dexamethason zur Induktion der Genexpression in der Lage sind. (Dexamethason ist dem 
physiologischen Cortisol sehr ähnlich, wird jedoch nicht metabolisiert.) Abbildung 5 zeigt die 
Ergebnisse dieser Transfektionsexperimente. 
Sowohl der Wildtyp-GR (phGRSB), als auch die Mutanten der Gruppe I mit MR-ähnlichen 
Austäuschen zeigten im Vergleich zum Kontrollvektor (Vektor) eine gute Transaktivierung des 
Reportergens (mit der Ausnahme C476W/R479Q; Abb. 5). Dies war zu erwarten, da der MR 
ebenfalls als Transkriptionsfaktor Gene aktivieren kann. Einige der Mutanten konnten sogar 
besser transaktivieren, als der Wildtyp-GR. Mutante C476W/R479Q, bei der eines der 
koordinierenden Cysteine des zweiten Zinkfingers ausgetauscht ist, hat als einzige Mutante 
dieser Gruppe I die Fähigkeit zur Transaktivierung komplett verloren. Diese Mutante ist auch 
nicht mehr in der Lage, an DNA zu binden (A.C.B. Cato, persönliche Mitteilung). 
Im Gegensatz zur Gruppe I waren die drei mutierten Rezeptoren der Gruppe II im Vergleich 
zum Wildtyp-GR (phGRSB) bis auf eine geringe Restaktivität nicht mehr in der Lage, das 
Reportergen zu aktivieren (Abb. 5). Die eingeführten Mutationen verhinderten die Dimerisie-
rung der Rezeptorproteine, so daß die Mutanten auch nicht mehr an DNA binden konnten (Heck 
et al., 1994), was eine Voraussetzung für die Transaktivierung ist. Dies bestätigt die 
Vermutung, daß die Aminosäuren 458-462 in der DBD des GR an der Transaktivierung durch 
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Abb. 5: Mutationen in der Dimerisierungsdomäne beeinträchtigen die transaktivierende 
Eigenschaft des GR. CV-1-Zellen wurden mitjeweils 9!!g des MMTV-Reportergens pHCwt-CAT und 1!!g 
des leeren Expressionsvektors (pRShR-), bzw. des Expressionsplasmides für den Wildtyp-GR (phGRSB) oder des 
jeweiligen Rezeptormutanten-Expressionsplasmides kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden entweder 
nicht oder mit Dexamethason (lo-7 M) für 38 h behandelt. Danach wurden die Zellen geerntet und die 
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Aktivität mit jeweils 60 11g Protein bestimmt. Dargestellt ist der 
relative Grad der Induktion der Reportergen-Expression durch die hormonaktivierten Rezeptoren. Die Induktion 
ergab sich aus dem Verhältnis zwischen der in Anwesenheit von Dexamethason und der ohne Hormon 
gemessenen CAT-Aktivität. Dieser Faktor wurde im Falle des Wildtyp-GR (phGRSB) dem Wert 1 gleichgesetzt 
und die Induktion durch die mutierten Rezeptoren bzw. durch den Kontrollvektor relativ zu diesem Wert 
ausgedrückt. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Induktionen als Säulendiagramme mit 
Standardabweichungen aus mindestens fünf unabhängigen Experimenten. 
Die Analyse der transaktivierenden Eigenschaften der GR-Mutanten ergab also, daß zwar die 
Gruppe I-Mutanten ebenso wie der Wildtyp-GR, nicht jedoch die dimerisierungsdefekte 
Gruppe II-Mutanten noch zur Induktion der Genexpression in der Lage sind. Nachfolgend 




3 .1. 3 Mutationen in der Dirnerisierungsdornäne beeinträchtigen nicht die 
Fähigkeit des GR, die Aktivität des Transkriptionsfaktors AP-1 zu re-
primieren 
Im Gegensatz zur Transaktivierung von Genen ist der Mechanismus der Transrepression durch 
den GR weniger gut charakterisiert. Bislang ist noch nicht geklärt, ob, wie im Falle der 
Transaktivierung, die Repression ebenfalls nach einem einheitlichen Mechanismus erfolgt. Das 
bisher am besten untersuchte Modell, um den Mechanismus der negativen Genregulation zu 
analysieren, ist die Hemmung des Transkriptionsfaktors AP-1 und somit AP-1-regulierter Gene 
durch den GR. 
Deshalb wurde in dieser Arbeit zur Charakterisierung der transreprimierenden Eigenschaften der 
GR-Mutanten zunächst untersucht, ob sie in der Lage sind, die Aktivität des Transkriptions-
faktors AP-1 zu reprimieren. Hierzu wurde das durch AP-1-induzierbare Reportergen 5x TRE 
TATA CAT (mit fünf AP-1-Bindestellen) zusammen mit denjeweiligen Expressionsplasmiden 
der Gruppe I und !I-Rezeptoren transient in CV-1 Zellen transfiziert. Die AP-1-Aktivität in den 
transfizierten Zellen wurde durch den Phorbolester TPA induziert. Zur Aktivierung der 
Rezeptorproteine wurden die transfizierten Zellen mit Dexamethason behandelt. Die Hemmung 
der AP-1-induzierten Reportergen-Expression durch die Rezeptoren wurde mit Hilfe der CAT-
Aktivität bestimmt. Die Ergebnisse dieser Transfektionsexperimente sind in Abb. 6 dargestellt. 
(Die Ergebnisse mit den Gruppe I-Mutanten wurden bereits beschrieben (Heck, 1993) und sind 
hier aus Gründen der Verständlichkeit nochmals wiedergegeben.) 
Im Vergleich zum Kontrollvektor (Vektor) reprimierte der Wildtyp-GR (phGRSB) die 
Expression des AP-1-abhängigen Reportergens um 60-70% (Abb. 6). Die Mutanten 
S425G/L436V, R477S und R479G zeigten, wenn auch teilweise schwächere, 
transreprimierende Aktivität. Einige der Mutanten der Gruppe I (S425G, L436V, 
C476W/R479Q und Y478L/R479G) konnten dagegen eindeutig die AP-1-Aktivität nicht 
reprimieren, obwohl sie (mit Ausnahme von C476W/R479Q) zur Aktivierung der Gen-
expression in der Lage waren (siehe 3.1.2). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daß diese 
Aminosäure-Sequenzen an der Repression beteiligt sein könnten und ihre Mutation sich zur 
Unterscheidung zwischen transaktivierender und transreprimierender Eigenschaft des GR 
eignet. 
Bei der Gruppe ll konnten alle mutierten Rezeptoren die AP-1-abhängige Reportergen-Aktivität 
reprimieren (Abb. 6), in einem Falle etwas schwächer (A458T), teilweise aber sogar besser als 
der Wildtyp-GR (phGRSB). Die zusätzliche Mutation außerhalb der Dimerisierungsdomäne 
verbesserte die Fähigkeit der resultierenden Rezeptoren, die AP-1-Aktivität zu hemmen 
(vergleiche A458T mit N454D/A458T und phGR(D4X)). Im vorangegangenen Kapitel (3.1.2) 
wurde gezeigt, daß diese mutierten Rezeptoren, vermutlich als Folge ihrer defekten 
Dimerisierungsdomäne, ihre Fähigkeit zur Aktivierung der Genexpression verloren haben. Die 
Mutationen der Gruppe II zerstören demnach das Transaktivierungspotential des GR, ohne 
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jedoch seine Fähigkeit zur Transrepression zu behindern, weshalb sie ebenfalls dazu geeignet 
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Abb. 6: Reprimierende Aktivität der GR-Mutanten an einem Reportergen mit 
multimerisierter AP-1-Bindestelle. CV-1-Zellen wurden mit jeweils 5 l!g Expressionsplasmid des leeren 
Vektors (pRShR-), des Wildtyp-GR (phGRSB) oder der Rezeptormutanten zusammen mit 5!-Lg des Reportergens 
5x TRE TATA CAT kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden mit dem Phorbolester TPA (80 ng/ml) in 
Anwesenheit oder Abwesenheit von Dexamethason (lo-7 M) für 38 h behandelt. Danach wurden die Zellen 
geerntet und die CAT-Aktivität mit jeweils 60 l!g Protein bestimmt. Die Restaktivität des Reportergens ergab 
sich aus dem Verhältnis zwischen der gemessenen CAT-Aktivität in Anwesenheit von TPA und Hormon und der 
Aktivität ohne Hormon nur in Anwesenheit von TPA Dieser Wert wurde im Falle des leeren Kontrollvektors 
dem Wert 1 gleichgesetzt. Die Restaktivität in Anwesenheit des Wildtyp-GR bzw. der mutierten Rezeptoren 
wurde dann relativ zu diesem Wert ausgedrückt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Ergebnisse als 
Säulendiagramme mit Standardabweichungen aus mindestens fünf unabhängigen Experimenten. 
Für obige Untersuchungen zur Transrepression wurde das artifizielle Reporterplasrnid Sx TRE 
TATA CAT mit einer multimerisierten AP-1-Bindestelle verwendet. Mit Hilfe dieses 
Konstruktes sollte ausschließlich die Interaktion zwischen GR und AP-1 betrachtet werden, 
ohne Beeinflussung durch andere Faktoren, die eventuell an ein natürliches Promotorkonstrukt 
zusätzlich binden würden. Um jedoch die Ergebnisse aus den obigen Mutationsanalysen in 
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einer möglichst natürlichen Situation zu bestätigen und somit ihre Relevanz zu untermauern, 
wurde die AP-1-reprimierende Eigenschaft des GR an einem weiteren AP-1-abhängigen 
Reportergen getestet, welches der in vivo Situation eher entspricht. Hierzu wurde der Promotor 
des menschlichen Gens der Metalloproteinase Kollagenase I von Position -73 bis +63 vor dem 
Firefly Luciferase-Reportergen verwendet. Kollagenase I ist ein Enzym, das am Gewebeabbau 
beispielsweise bei Entzündungsreaktionen beteiligt ist; seine AP-1-abhängige Expression wird 
durch Glucocorticoide reprimiert. Der Kollagenase I-Promotor enthält dieselbe funktionelle AP-
1-Bindestelle, die im 5x TRE TATA CAT-Reporter multimerisiert ist. In transienten 
Transfektionsexperimenten, wiederum in GR-negativen CV-1-Zellen, wurde dann die 
Repression dieses AP-1-abhängigen Reporterplasmids durch die Gruppe I und II Mutanten 
durch Messung der Luciferase-Aktivität untersucht. Die AP-1-Aktivität wurde durch den 
Phorbolester TP A induziert und die Rezeptorproteine mit Dexamethason aktiviert. Abbildung 7 
zeigt die Ergebnisse dieser Transfektionen. 
In diesen Transfektionsexperimenten konnten alle Mutanten der Gruppe I (mit Ausnahme von 
C476W/R479Q) die AP-1-Aktivität am Kollagenase I-Promotor reprimieren (Abb. 7). Dies 
widerspricht teilweise den Ergebnissen der Transfektionsexperimente aus Abb. 6. Dort waren 
einige mutierte Rezeptoren der Gruppe I nicht mehr in der Lage, die AP-1-Aktivität an dem 
artifiziellen Reporter 5x TRE TATA CAT zu reprimieren, obwohl sie noch transaktivieren 
konnten (vergleiche S425G, L436V und Y 478L/R479G in Abb. 6 und Abb. 7). Offensichtlich 
verhalten sich diese mutierten Rezeptoren bezüglich der Transrepression verschieden gegenüber 
einer multimerisierten AP-1-Bindestelle und einer einfachen Bindestelle, wie sie im Kollagenase 
I-Promotor vorkommt. Grund hierfür ist möglicherweise ein Unterschied in der 
Zusammensetzung der Untereinheiten von AP-1, die im Vergleich zu einer einfachen 
Bindestelle im Kollagenase I-Promotor an eine künstlich multimerisierte AP-1-Bindestelle 
binden. Es wäre nicht ungewöhnlich und wurde bereits beschrieben, daß solche Unterschiede 
in der Besetzung von AP-1-Bindestellen existieren (Chiu et al., 1989). 
Das Ergebnis mit der Mutante C476W/R479Q war in den in Abb. 6 und Abb. 7 dargestellten 
Transfektionsexperimenten unverändert. Dieser transkriptioneil nicht mehr aktive mutierte 
Rezeptor eignet sich als Negativkontrolle für weitere Experimente. 
Anders als bei Gruppe I waren die Ergebnisse der Gruppe II-Mutanten konsistent bezüglich 
ihrer Fähigkeit zur Repression der AP-1-Aktivität am Kollagenase I-Promotor (Abb. 7) und an 
dem Reporterkonstrukt mit multimerisierter AP-1-Bindestelle (Abb. 6). Zwar zeigen die 
Mutanten N454D/ A458T und phGR(D4X) einen unterschiedlichen Grad der Repression an 
beiden Reportergenen, dennoch können alle drei Gruppe II-Mutanten die AP-1-Aktivität 
reprimieren. Ihre Fähigkeit zur Transrepression blieb somit erhalten, obwohl ihre Fähigkeit zur 
Dimerisierung und zur Transaktivierung beeinträchtigt ist (siehe 3.1.2). 
Im Gegensatz zur Gruppe I eignen sich demnach die bei der Gruppe II eingeführten Mutationen 
tatsächlich zur Unterscheidung der transreprimierenden und transaktivierenden Eigenschaft des 
GR. Sie können daher als "dissoziierende" Mutanten bezeichnet werden. Für alle weiteren 
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Untersuchungen zur Analyse der transreprimierenden Aktivität des GR wurden deshalb nur 
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Abb. 7: AP-1-reprimierende Aktivität der GR-Mutanten am Kollagenase I-Promotor. CV -I-
Zellen wurden mitjeweils 0,7j.Lg Expressionsplasmid des leeren Vektors (pRShR-), des Wildtyp-GR (phGRSB) 
oder der Rezeptormutanten zusammen mit 6 jlg des Reportergens -73 +63 Coll. Luc kotransfiziert. Die 
transfizierten Zellen wurden mit dem Phorbolester TPA (80 ng/ml) in Anwesenheit oder Abwesenheit von 
Dexamethason (lo-7 M) für 38 h behandelt. Danach wurden die Zellen geerntet und mit jeweils gleicher 
Proteinmenge (200 j.tg) die Luciferase-Aktivität als relative Lichteinheiten bestimmt. Die Restaktivität des 
Luciferase-Reportergens ergab sich aus dem Verhältnis zwischen den relativen Lichteinheiten in Anwesenheit von 
TPA und Hormon und den relativen Lichteinheiten ohne Hormon nur in Anwesenheit von TPA. Dieses 
Verhältnis wurde im Falle des leeren Kontrollvektors dem Wert 1 gleichgesetzt. Die Werte in Anwesenheit des 
Wildtyp-GR bzw. der mutierten Rezeptoren wurden relativ zu diesem Wert ausgedrückt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der Ergebnisse als Säulendiagramme mit Standardabweichungen aus mindestens vier unabhängigen 
Experimenten. 
Als wichtige Schlußfolgerung ergibt sich aus einem Vergleich der Transaktivierung (siehe 
3.1.2) und der AP-1-Repression durch die Gruppe TI-Mutanten, daß die Dimerisierung des GR 
sowie seine DNA-bindenden und transaktivierenden Eigenschaften für die Repression der AP-
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I-Aktivität nicht notwendig sind. Transrepression durch den GR kann offensichtlich durch 
Rezeptor-Monomere erfolgen und unabhängig von einer Transaktivierung stattfinden. 
Die bisher durchgeführten Mutationsanalysen des GR zur Untersuchung seiner 
transreprimierenden Eigenschaft bezogen sich nur auf die Repression des Transkriptionsfaktors 
AP-1 und eines seiner Zielgene. Andere Gene, die durch den GR reprimiert werden, werden 
jedoch von anderen Transkriptionsfaktoren positiv kontrolliert und besitzen dadurch einen 
anderen Promotorkontext als beispielsweise das Kollagenase I-Gen. Will man die 
genreprimierende Eigenschaft des GR näher charakterisieren, stellt sich daher die Frage, ob der 
GR die Aktivität anderer Transkriptionsfaktoren und deren Zielgene nach demselben 
Mechanismus reprimiert wie beispielsweise AP-1. Dieser Frage wurde im Folgenden 
nachgegangen. 
3 .1. 4 Dissoziierende Mutanten des G R unterscheiden zwischen verschiedenen 
Mechanismen der Transrepression 
Falls es ein einheitliches Modell für die Hemmung der Genexpression durch den GR gibt, sollte 
die reprimierende Wirkung des Rezeptors auf verschiedene Transkriptionsfaktoren und Zielgene 
nach den gleichen Bedingungen erfolgen, wie die Hemmung von AP-1 am Kollagenase I-Gen. 
Für jede Art von Repression sollten die gleichen Eigenschaften des GR verantwortlich sein. 
Dies beinhaltet beispielsweise, daß die dimerisierungsdefekten Mutanten der Gruppe II die 
Aktivität anderer Faktoren an anderen Zielgenen auf gleiche Art und Weise reprimieren sollten. 
Um dies zu untersuchen, wurden drei verschiedene Promotorkonstrukte verwendet, die durch 
den GR transkriptioneil reprimiert werden: (i) Ein Reportergen, das ein sogenanntes negatives 
GRE aus dem Rinder Prolaktin-Promotor vor dem Thymidin-Kinase (Tk)-Promotor und dem 
Luciferase-Gen enthält (pRLtkLuc). Das am negativen Rückkopplungsmechanismus von 
Glucocorticoiden beteiligte Prolaktin-Gen wurde aus mechanistischen Gesichtspunkten für die 
Analyse der Genrepression durch den GR herangezogen. In der Promotorregion dieses Gens 
sind regulatorische Elemente vorhanden, die in Anwesenheit von aktiviertem GR die 
Repression durch Glucocorticoide vermitteln (negative GREs (nGREs)). Dies erfolgt 
vermutlich durch Bindung des Rezeptors an diese Elemente und Verdrängung eines 
aktivierenden Faktors (siehe Kapitel 1). (ii) Ein Reportergen mit der 5' flankierenden 
Promotorregion des menschlichen Gens für das Interzelluläre-Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) 
ab Position -1393 vor dem Luciferase-Gen (pBH Luc 1.3). Das ICAM-1-Gen wurde für diese 
Untersuchung nicht nur aus mechanistischen Gründen ausgewählt, sondern weil es eine 
entscheidende Rolle bei inflammatorischen Prozessen spielt, vor allem bei der Rekrutierung und 
Wanderung von Leukocyten zum Ort einer Entzündung. Das ICAM-1-Gen steht unter der 
positiven Kontrolle des Transkriptionsfaktors NF-KB, dessen Aktivität durch den GR am 
ICAM-1-Prornotor gehemmt wird. (iii) Als Beispiel für ein weiteres Reportergen, das positiv 
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durch den Transkriptionstaktor NF-KB reguliert und durch den GR reprimiert wird, wurde ein 
Konstrukt mit drei Kopien der NF-KB-Bindestelle aus dem HIV1-long terminal repeat (LTR) 
vor dem Tk-Promotor und dem Luciferase-Gen (3Enh-tk Luc) verwendet. Dieses 
Promotorkonstrukt hat den Vorteil, daß man ausschließlich die Interferenz zwischen dem GR 
und NF-KB betrachten kann. Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, besteht dabei allerdings die 
Gefahr, daß sich solch ein Promotorkonstrukt mit multimerisierter Bindestelle anders verhält, 
als ein Konstrukt mit einem natürlichen Promotorbereich. 
In transienten Transfektionen wurde die Hemmung der drei beschriebenen Reportergen-
Konstrukte durch den Wildtyp-GR bzw. die Gruppe II-Mutanten in Anwesenheit von 
Dexamethason durch Messung der Luciferase-Aktivität analysiert. Als Kontrolle wurde 
zusätzlich auch die Hemmung durch den mutierten Rezeptor C476W/R479Q getestet, welcher 
weder transaktivieren, noch die AP-1-Aktivität reprimieren kann. Im Falle des Prolaktin-nGRE 
enthaltenden Reportergens (pRLtkLuc) wurde die Repression der basalen Expression 
gemessen. Eine hohe Basalexpression des Reporters ist in rezeptornegativen Cos-7-Zellen 
(Affen-Nierenzellen) gewährleistet, weshalb diese Zellen für die Transfektion verwendet 
wurden. Allerdings fehlt Cos-7-Zellen endogen die p65-Untereinheit von NF-KB. Deshalb 
wurden für die Transfektionen mit den NF-KB-abhängigen Reportergenen (pBH Luc 1.3 und 
3Enh-tk Luc) rezeptornegative 293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen) benutzt. Die NF-
KB-Aktivität in diesen Zellen wurde mit dem Tumor-Nekrosis-Faktor-a (TNFa) induziert. In 
Abbildung 8 sind alle Ergebnisse der drei Transfektions-Analysen zusammen dargestellt. 
Die Kotransfektion mit dem Wildtyp-GR (phGRSB) und dem Prolaktin-nGRE-
Reporterplasmid resultierte, nach Induktion des Rezeptors mit Dexamethason, in einer 
deutlichen Hemmung der Reportergen-Aktivität von mehr als 60% (Abb. 8A). Dagegen konnte 
keine der drei getesteten Gruppe II-Mutanten (A458T, N454D/A458T, phGR(D4X)) die 
Expression des Prolaktin-Reportergens reprimieren. Die mit diesen Mutanten gemessene 
relative Restaktivität bewegte sich im gleichen Bereich wie diejenige ohne Rezeptor (Vektor) 
bzw. diejenige mit der Negativkontrolle C476W/R479Q. 
Die durch TNFa induzierte Expression des ICAM-1-Reporters konnte der hormoninduzierte 
Wildtyp-GR (phGRSB) um ca. 80% reprimieren (Abb. 8B), diejenige des NF-KB-
Reporterplasmids um etwa 50% (Abb. 8C). Im Gegensatz zur Negativkontrolle 
(C476W/R479Q), waren die drei getesteten GR-Mutanten (A458T, N454D/A458T, 
phGR(D4X)) in beiden Fällen in der Lage, die Expression dieser zwei NF-KB-abhängigen 
Reporterplasmide zu hemmen. Im Falle des ICAM-1-Reporters etwas schwächer als der 
Wildtyp-GR (55-70%), im Falle des NF-KB-Reporters genausogut wie der Wildtyp-GR (ca. 
50%). Das gleiche Verhalten der getesteten Rezeptoren an diesen beiden Reporterplasmiden 
zeigt, daß die mit dem Promotorkonstrukt 3Enh-tk Luc erzielten Ergebnisse auf das Verhalten 
an einem natürlichen NF-KB-regulierten Promotor (wie im ICAM-1-Reporter) übertragen 
werden können. Somit kann dieses Reportergen mit multimerisierten regulatorischen NF-KB-
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Abb. 8: Vergleich der transreprimierenden Eigenschaften der Rezeptor-Mutanten an 
verschiedenen Promotoren. (A) Cos-7-Zellen wurden mit jeweils 1 Jlg Expressionsplasmid des leeren 
Vektors (pRShR-), des Wildtyp-GR (phGRSB) oder der Rezeptormutanten zusammen mit 9Jlg des Reportergens 
pRLtkLuc kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit Dexamethason 
(lo-7 M) behandelt. Die weiteren Schritte erfolgten wie unten beschrieben. (B) 293-Zellen wurden mitjeweils 3 
50 
Ergebnisse 
f.ig Expressionsplasmid des leeren Vektors (pRShR-), des Wildtyp-GR (phGRSB) oder der Rezeptor-Mutanten 
zusammen mit 5 f.ig des Reportergens pBH Luc 1.3 kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden mit TNFa (5 
ng/ml) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Dexamethason (lo-7 M) behandelt. Die weiteren Schritte erfolgten 
wie unten beschrieben. (C) 293-Zellen wurden mit jeweils 2 f.ig Expressionsplasmid des leeren Vektors 
(pRShR-), des Wildtyp-GR (phGRSB) oder der Rezeptor-Mutanten zusammen mit 0,5 f.ig des Reportergens 
3Enh-tk Luc kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden mit TNFa (5 ng/ml) in Anwesenheit oder 
Abwesenheit von Dexamethason (1 o-7 M) behandelt. Die weiteren Schritte erfolgten wie nachfolgend 
beschrieben. 
Cos-7-Zellen wurden 38 h nach der Behandlung, 293-Zellen 24 h nach der Behandlung geerntet. Mit jeweils 
gleicher Proteinmenge (200 f.ig) wurde dann die Luciferase-Aktivität als relative Lichteinheiten bestimmt. Die 
Restaktivität des Luciferase-Reportergens ergab sich bei (A) aus dem Verhältnis zwischen der in Anwesenheit von 
Dexamethason und der ohne Hormon gemessenen Lichteinheiten. Bei (B) und (C) berechnete sich die 
Restaktivität des Reportergens aus dem Verhältnis zwischen den relativen Lichteinheiten in Anwesenheit von 
TNFa und Hormon und den relativen Lichteinheiten ohne Hormon nur in Anwesenheit von TNFa. Diese 
Verhältnisse wurden im Falle des leeren Kontrollvektors dem Wert 1 gleichgesetzt. Die Werte in Anwesenheit des 
Wildtyp-GR bzw. der mutierten Rezeptoren wurden relativ zu diesem Wert ausgedrückt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der Ergebnisse als Säulendiagramme mit Standardabweichungen aus jeweils mindestens drei 
unabhängigen Experimenten. 
Die Ergebnisse dieser Transfektions-Analysen zusammen mit denjenigen aus den 
Untersuchungen zur Repression der AP-1-Aktivität (siehe 3.1.3) machen deutlich, daß 
offensichtlich zwei verschiedene Mechanismen existieren, nach denen der GR Zielgene 
reprimieren kann. Für die Repression von Genen, die an Immun- und Entzündungsreaktionen 
beteiligt sind und durch AP-1 und NF-KB positiv reguliert werden, benutzt der GR vermutlich 
einen einheitlichen Mechanismus (Typ A), für die Repression des Prolaktin-Gens offensichtlich 
einen anderen (Typ B). Dieser Repressionsmechanismus vom Typ B ist von den gleichen 
Eigenschaften des GR abhängig (Dimerisierung und DNA-Bindung), wie der Mechanismus der 
Transaktivierung an einem klassischen GRE. Dagegen kann der Repressionsmechanismus vom 
Typ A durch Mutationen in der Dimerisierungsdomäne des GR von dessen transaktivierender 




Tab. 2: Vergleich der Transaktivierung und Transrepression verschiedener Zielgene durch 
den GR bzw. Gruppe II-Mutanten des GR 
GRwt 
Rezeptor-Mutanten mit 





















Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Fähigkeit einer dieser GR-Mutanten zur 
Dissoziation zwischen Transaktivierung und Transrepression (Typ A) dazu verwendet, den 
Mechanismus der Hemmung der NF-KB-Aktivität durch den GR näher zu charakterisieren 
(Kapitel 3.3.1.2). Zuvor wurde jedoch in 'einem zweiten Ansatz untersucht, ob solch eine 
Unterscheidung auch durch Verwendung synthetischer Liganden des GR erreicht werden kann. 
3.2 Trennung der positiven und negativen Genregulation durch 
den GR mit Hilfe von Liganden und Zuordnung einer dieser 
Eigenschaften zu deren anti-inflammatorischer Wirkung 
Seit einiger Zeit wird vermehrt nach synthetischen Stereiden gesucht, die die Funktionen des 
GR so beeinflussen, daß sie zwar noch anti-inflammatorisch wirken, gleichzeitig jedoch 
verminderte Nebenwirkungen aufweisen. Möglicherweise reflektieren diese erwünschten und 
unerwünschten biologischen Eigenschaften von Glucocorticoiden ihre unterschiedlichen Effekte 
bei der Regulation der Expression bestimmter Gene. Unter diesem Aspekt wurden in dieser 
Arbeit verschiedene Steroid-Analoga daraufhin getestet, ob sie Transaktivierung und 
Transrepression durch den GR unterscheiden können und ob eine dieser Eigenschaften mit ihrer 
anti-inflammatorischen Aktivität korreliert. 
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3. 2.1 Glucocorticoid-Antagonisten eignen sich nur begrenzt zur Dissoziation 
von Transaktivierung und Transrepression 
Einige dieser synthetischen Steroid-Analoga hemmen die Wirkung der physiologischen 
Glucocorticoide, weshalb sie auch als Antagonisten bezeichnet werden. Solche synthetischen 
Liganden des GR, wie beispielsweise RU486 (Mifepriston) und ZK98299 (Onapriston) (Abb. 
9), können alleine nicht, oder nur gering, die Transaktivierung durch den GR induzieren. (Für 
RU486 wurde in einigen Fällen eine geringe Fähigkeit zur Transaktivierung durch den GR 




Abb. 9: Struktur verschiedener Steroid-Analoga. Dargestellt sind die Strukturen der beiden als 
Antagonisten klassifizierten Steroid-Analoga RU486 (Mifepriston) und ZK98299 (Onapriston). Zum Vergleich 
ist zusätzlich die Struktur des synthetischen Glucocortic'oids Dexamethason gezeigt. RU486 besitzt eine 3- bis 4-
fach bessere Rezeptor-Bindungsaffinität als Dexamethason, ZK98299 eine 1,5-fach schlechtere (Hecket al., 
1994). Weitere Informationen zu diesen beiden synthetischen Steraiden könnenHecket al., 1994 und Wehle et 
al., 1995 entnommen werden. 
Aufgrund ihres fehlenden Potentials zur Transaktivierung war es interessant zu überprüfen, ob 
diese Steroid-Analoga noch in der Lage sind, die Transrepression eines AP-1-regulierten Gens 
zu vermitteln. Hierzu wurde die Hemmung der Transkription des AP-1-abhängigen 
Kollagenase I-Gens durch den endogenen GR in menschlichen HeLa (Cervix-Karzinom)-Zellen 
durch RU486 und ZK98299 im Vergleich zu Dexamethason aufRNA-Ebene analysiert. AP-1 
wurde durch den Phorbolester TPA aktiviert, und damit die Transkription des Kollagenase I-
Gens induziert. In Abbildung 10 ist das Autoradiogramm dieses Northem-Blot sowie dessen 
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Abb. 10: Steroid-Antagonisten können nur schwach die Repression des Kollagenase I-Gens 
vermitteln. (A) Northern-Blot-Analyse mit RNA aus HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden für 4 Stunden mit 
Dexamethason, RU486 oder ZK98299 jeweils in einer Konzentration von 10-6M und I0-7 M in Anwesenheit 
des Phorbolesters TPA (80 ng/ml) behandelt. Jeweils 5 !-lg poly(A)+ RNA aus diesen Zellen wurden auf einem 
1% Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten 
hybridisiert, die für das menschliche Kollagenase I- bzw. GAPDH-Gen spezifisch sind. Die Hybridisierung mit 
der GAPDH-Sonde erfolgte zur Kontrolle der Menge der aufgetragenen RNA. In (B) wurde die Stärke der 
Northern-Blot-Signale mit Hilfe eines Phosphoimager (Phosphoimager, Fujix BAS 1000) densitometrisch 
ausgewertet und in einem Säulendiagramm dargestellt. Dabei wurden die Signale der Kollagenase I-Hybridisierung 
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auf die GAPDH-Signale normalisiert. Die Induktion der mRNA durch TPA wurde dem Wert 1 gleichgesetzt, 
diejenige in Anwesenheit von TP A und des jeweiligen Hormons wurde entsprechend zu diesem Wert ausgedrückt. 
Die beiden Steroid-Analoga RU486 und ZK98299 konnten zu einem gewissen Grad die TPA-
induzierte Expression des Kollagenase I-Gens reprimieren, im Vergleich zu Dexamethason war 
diese Repression jedoch nur gering (Abb. 10, vergleiche Spur 2 mit 3, bzw. mit 5 und 7). Erst 
in einer höheren Konzentration (l0-6 M) führte RU486 zu einer Repression der Kollagenase I-
Expression von etwa 60%, ZK98299 nur zu einer Repression von 40% (Abb. 10, Spur 6 und 
8). RU486 und ZK98299 vermitteln zwar keine Transaktivierung von endogenen Genen mehr 
(Wehle et al., 1995), ihre relativ schwache transreprimierende Aktivität macht sie jedoch 
ungeeignet dazu, beide Eigenschaften des GR zu unterscheiden. Gleichzeitig zeigen diese 
beiden synthetischen Steroide im Tierversuch auch keine anti-inflammatorische Wirkung 
(A.C.B. Cato und H. Zentel, nicht publizierte Daten). Falls anti-inflammatorische Aktivität mit 
der negativen genregulatorischen Funktion des GR korreliert, sollten Steroid-Analoga, die eine 
stärkere Transrepression vermitteln können, auch wirkungsvollere anti-inflammatorische 
Substanzen sein. 
3. 2. 2 Bestimmte Glucocorticoid-Analoga können zwischen Transaktivierung 
und Transrepression unterscheiden 
In diesem Zusammenhang wurde in jüngster Zeit von der Sehering AG, Berlin, eine andere 
Klasse synthetischer Steroid-Analoga entwickelt, die dem physiologischen Glucocorticoid 
Cortisol (Abb. 11) sehr ähnlich sind. Ob diese Steroide in der Lage sind, Transaktivierung und 
Transrepression von Genen durch den GR, ebenso wie anti-inflammatorische Effekte zu 
vermitteln, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. In Abbildung 11 sind vier dieser 























Abb. 11: Struktur verschiedener Steroid-Analoga. Dargestellt sind die Strukturen der Steroid-Analoga 
ZK91588 (Methylprednisolon-Aceponat), ZK57740, ZK77945 und ZK79642. Ihre relative Bindungsaffinität an 
den GR ist in Tabelle 3 wiedergegeben. Informationen über ZK91588 kann Zentel und Töppert, 1994, 
entnommen werden. Zum Vergleich ist ebenfalls die Struktur des physiologischen Glucocorticoids Cortisol 
gezeigt. 
Die Bestimmung der transaktivierenden und transreprimierenden Eigenschaften dieser 
Substanzen wurde mit Hilfe von Northern-Blot-Analysen an verschiedenen Zielgenen des GR 
durchgeführt. Zur Feststellung ihres transaktivierenden Potentials wurde die hormoninduzierte 
Transkription des Tyrosin-Aminotransferase (TAT)-Gens in FTO (Ratten-Hepatom)-Zellen 
(Jantzen et al., 1987), sowie die des Metallothionein lla (MT Ila)-Gens in menschlichen HeLa 
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(Cervix-Karzinom)-Zellen (Jantzen et al., 1987) analysiert. Zur Bestimmung der 
Transrepression wurde die Hemmung sowohl der TPA-induzierten Kollagenase I-Transkription 
in HeLa-Zellen (Jonat et al., 1990), als auch diejenige der durch Lipopolysaccharide (LPS) 
induzierten Interleukin-1 ß (IL-1 ß)-Transkription in menschlichen THP-1-Zellen (Monocyten) 
(Lee et al., 1988) untersucht. Beide Gene werden negativ durch den GR reguliert (Jonat et al., 
1990; Shirakawa et al., 1993; Tsukada et al., 1994). Die durchgeführten Northern-Blot-
Analysen sind in Abb. 12 gezeigt. Eine quantitative Auswertung der Northern-Blot-Signale ist 
u.a. in Tabelle 3 zusammenfassend aufgelistet. 
In den Experimenten zur Transaktivierung induzierten ZK91588 und ZK77945 die 
Transkription des TAT -Gens sogar effizienter als Dexamethason, ZK577 40 ähnlich wie 
Dexamethason und ZK79642 etwas schwächer als Dexamethason (Abb. 12A). Ebenso konnten 
ZK91588, ZK57740 und ZK77945 die Transaktivierung des MT Ha-Gens signifikant 
induzieren, wenn auch teilweise etwas schwächer als Dexamethason. ZK79642 war dazu nicht 
mehr in der Lage (Abb. 12B). Die Steroid-Analoga ZK91588, ZK57740 und ZK77945 können 
demnach die Transaktivierung von Genen durch den GR vermitteln. 
Bei der Untersuchung der Transrepression waren jedoch ZK57740 und vor allem ZK77945 in 
ihrer Fähigkeit, die Kollagenase I- und IL-1ß-Expression zu hemmen, stark beeinträchtigt; 
ZK79642 konnte gar keine Repression vermitteln. ZK91588 wirkte dagegen sogar stärker 
reprimierend als Dexamethason (Abb. 12C und D). 
Diese Experimente zur Transrepression, zusammen mit den Untersuchungen zur 
Transaktivierung, identifizierten ZK57740 und ZK77945 als Steroid-Analoga mit trennenden 
Eigenschaften. Sie unterscheiden, zumindest teilweise, zwischen der transaktivierenden und 
transreprimierenden Wirkung des endogenen GR. Man kann sie deshalb als "dissoziierende" 
Steroid-Analoga bezeichnen. Die Ergebnisse sind noch einmal zusammenfassend in Tabelle 3 
dargestellt. Aus dieser Tabelle ist auch ersichtlich, daß ZK577 40 nur eine geringfügig 
schwächere, ZK77945 sogar eine 2-fach bessere Rezeptor-Bindungsaffinität als Dexamethason 
besitzt (H. Zentel, Sehering AG, Berlin; nicht publizierte Daten). Ihr Verhalten kann also nicht 
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Abb. 12: Bestimmte Steroid-Analoga können zwischen transaktivierenden und 
transreprimierenden Eigenschaften des GR unterscheiden. Northern-Blot-Analysen mit RNA aus 
verschiedenen Zellinien. Die RNA wurde auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran 
transferiert und mit den angegebenen DNA-Fragmenten hybridisiert. (A) Northern-Blot-Analyse mit je 5 f..Lg 
poly(A)+ RNA aus FTO-Zellen, die für 4 Stunden mit I0-7 M Dexamethason, ZK91588, ZK57740, ZK77945 
oder ZK79642 behandelt wurden. Der Northern-Blot wurde mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten des 
Tyrosin-Aminotransferase (TAT)-Gens der Ratte und des GAPDH-Gens hybridisiert. (B) Northern-Blot-Analyse 
mit je 5 f..Lg poly(A)+ RNA aus HeLa-Zellen, die für 4 Stunden mit je 1Q-7 M der angegebenen Steroide 
behandelt wurden. Der Northern-Blot wurde mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten des menschlichen 
Metallothionein Ila- bzw. GAPDH-Gens hybridisiert. (C) Northern-Blot-Analyse mit je 5 f..Lg poly(A)+ RNA 
aus HeLa-Zellen, die für 4 Stunden mit je 1 o-7 M der angegebenen Steroide in Anwesenheit des Phorbolesters 
TPA (80 ng/ml) behandelt wurden. Der Northern-Blot wurde mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten des 
menschlichen Kollagenase I- bzw. GAPDH-Gens hybridisiert. (D) Northern-Blot-Analyse mit je 5 f..Lg poly(A)+ 
RNA aus THP-1-Zellen, die für 5 Stunden mit je I0-7 M der angegebenen Steroide in Anwesenheit von 10 
f..Lg/ml LPS behandelt wurden. Der Northern-Blot wurde mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten des 
menschlichen IL-lß- bzw. GAPDH-Gens hybridisiert. (Die Hybridisierungen mit der GAPDH-Sonde erfolgten 
zur Kontrolle der Menge der aufgetragenen RNA.) 
Um das anti-inflammatorische Potential der verschiedenen Steroid-Analoga zu bestimmen, 
wurden die Substanzen im Tiermodell von der Sehering AG, Berlin, analysiert. Hierbei wurde 
ihre lokale anti-inflammatorische Aktivität mit Hilfe des klassischen Crotonöl-induzierten 
Ödem-Tests untersucht (Tonelli et al., 1965). Bei diesem Test wird die Fähigkeit einer Substanz 
getestet, eine durch Crotonöl am Ohr der Ratte örtlich induzierte Entzündung zu verhindern, 
wenn sie zusammen mit dem Crotonöllokal aufgetragen wird. Die anti-inflammatorische 
Aktivität von ZK91588 (Methylprednisolon-Aceponat) wurde bereits in Zentel und Töpert, 
1994, beschrieben. Die Ergebnisse dieses Tests sind für ZK91588 (Methylprednisolon-
Aceponat), ZK57740, ZK77945 und ZK79642 im Vergleich zu Dexamethason in Tabelle 3 
zusammengefaßt. Während ZK91588 (Methylprednisolon-Aceponat) die gleiche anti-
inflammatorische Aktivität wie Dexamethason aufwies, waren ZK57740, ZK77945 und 
ZK79642 in diesem in vivo-Test völlig inaktiv (Tab. 3). Wie hier gezeigt (Abb. 12), können die 
beiden nicht mehr anti-inflammatorisch wirkenden Stereid-Analoga ZK57740 und ZK77945 
zwar noch die GR-abhängige Transaktivierung, nicht aber die Repression von Genen 
vermitteln. 
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, daß die genreprimierende Eigenschaft des GR 
der entscheidende Parameter bei der Vermittlung anti-inflammatorischer Effekte ist. Anti-




Tab. 3: Vergleich der genregulatorischen und anti-inflammatorischen Eigenschaften 
verschiedener Steroid-Analoga. Die relative Bindungsaffinität der Steroid-Analoga an den GR sowie ihre 
anti-inflammatorische Aktivität wurden von der Sehering AG, Berlin, bestimmt. Zur Feststellung der 
Bindungsaffinität wurde die Konzentration der jeweiligen Substanz bestimmt, die benötigt wird, um die Bindung 
von [3H]Dexamethason an den GR aus Rattenleber-Cytosol-Extrakt zu 50% zu kompetieren. Die 
Bindungsaffinität von Dexamethason wurde dem Wert 100 gleichgesetzt, diejenige der Steroid-Analoga relativ zu 
diesem Wert ausgedrückt. Die Bestimmung der lokalen anti-inflammatorischen Aktivität erfolgte nach dem 
Crotonöl induzierten Ödem-Test am Ohr der Ratte (Tonelli et al., 1965). Die Stärke der anti-inflammatorischen 
Wirkung der Steroid-Analoga wurde entsprechend zu derjenigen von Dexamethason ausgedrückt. Die 
transaktivierenden und transreprimierenden Eigenschaften der Steroid-Analoga an endogenen Genen ergaben sich 
aus Northern-Blot-Analysen wie in Abb. 12 dargestellt. Die jeweiligen Northern-Blot-Signale wurden mit Hilfe 
eines Phosphoimager (Phospholmager, Fujix BAS 1000) densitometrisch ausgewertet und auf die GAPDH-
Signale normalisiert. Die durch Dexamethason erreichte Aktivierung bzw. Repression der Transkription wurde 
dem Wert 1 gleichgesetzt, diejenige in Anwesenheit des jeweiligen Steroid-Analogs entsprechend zu diesem Wert 
ausgedrückt. 
Relative Aktivierung Aktivierung Repression Repression Lokale 
Substanz Bindungs- des des des des anti-inflamma-
affinität TAT- MTIIa- Kollagenase I IL-1ß- torisehe 
Gens Gens Gens Gens Aktivität 
Dexamethason 100 1.0 1.0 1.0 1.0 +++ 
ZK91588 48 1.9 0.8 1.0 1.3 +++ 
ZK57740 71 1.7 0.6 0.4 0.0 
ZK77945 200 6.1 0.7 0.3 0.1 
ZK79642 36 1.5 0.4 0.2 0.0 
Die bisher in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse haben gezeigt, daß man durch die 
Einführung von Mutationen in den GR sowie durch die Wahl bestimmter Liganden die 
transkriptioneile Aktivierung und Repression von Genen durch den GR trennen kann. 
Desweiteren kann angenommen werden, daß die transreprimierende Eigenschaft des GR eine 
wichtige Rolle bei der Vermittlung anti-inflammatorischer Effekte spielt. Im dritten Teil der 
Arbeit wurden nun diese Informationen dazu verwendet, den Mechanismus der Hemmung des 
Transkriptionstaktors NF-KB durch den GR genauer zu untersuchen. 
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3.3 Hemmung der Aktivität des Transkriptionsfaktors NF-KB 
durch den GR 
Der Transkriptionsfaktor NF-KB spielt eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen, da 
er die Expression vieler immunregulatorischer Gene positiv reguliert. Glucocorticoide hingegen 
hemmen die Synthese der meisten an inflammatorischen Prozessen beteiligten Cytokine und 
Zell-Adhäsionsmoleküle (zur Übersicht siehe Barnes und Adcock, 1993; Cato und Wade, 
1996). Man nimmt daher an, daß die Hemmung der NF-K:B-Aktivität durch den GR den 
Hauptanteil zur anti-inflammatorischen Wirkung von Glucocorticoiden beiträgt. Der 
Mechanismus, der dieser Interferenz zwischen dem GRund NF-KB zugrunde liegt, ist jedoch 
noch nicht geklärt und wurde erst in jüngster Zeit im Einzelnen analysiert. 
Aufgrund verschiedener Daten wurden zwei Mechanismen vorgeschlagen, die die Repression 
der NF-K:B-Aktivität durch den GR erklären könnten: In vitro Kopräzipitations-Experimente 
haben gezeigt, daß der GR direkt mit NF-K:B-Untereinheiten interagieren kann und so 
möglicherweise die DNA-Bindung und das Transaktivierungspotential von NF-K:B zerstört 
(Ray und Prefontaine, 1994; Caldenhoven et al., 1995; Scheinmann et al., 1995b). 
Dexamethason kann jedoch auch die Synthese des Inhibitorproteins von NF-K:B, IK:Ba., 
induzieren, was dazu führen könnte, daß NF-K:B inaktiv im Cytoplasma zurückgehalten wird 
(Auphan et al., 1995; Scheinmannet al., 1995a). Erwiese sich das letztere Modell als richtig, so 
würde das bedeuten, daß die genaktivierende Eigenschaft des GR indirekt einen reprimierenden 
Effekt auf NF-K:B ausübt. Dies würde wiederum die zuvor gemachte Vermutung (Kapitel 
3.2.2) entkräften, daß die transreprimierende, nichtjedoch die transaktivierende Eigenschaft des 
GR für seine anti-inflammatorischen Effekte notwendig ist. Um herauszufinden, ob die GR-
induzierte Synthese von IKBa. oder eine Protein-Protein-Interaktion zwischen GRund NF-K:B 
für die Repression der NF-K:B-Aktivität verantwortlich ist, wurden im Folgenden beide 
Mechanismen genauer betrachtet. 
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3. 3.1 Synthese des Inhibitorproteins b:Ba durch den GR 
Zur Untersuchung der Glucocorticoid-vennittelten Synthese von IKBa wurde zunächst deren 
Zustandekommen geklärt. Im Anschluß daran wurde der Frage nachgegangen, ob diese 
Synthese von lK:Ba erforderlich ist, um eine Hemmung der NF-KB-Aktivität durch 
Glucocorticoide zu erreichen. 
3.3.1.1 Die Transkription des IKBa-Gens wird durch Dexamethason induziert 
Grundlage für eine hormoninduzierte Synthese des Inhibitorproteins IKBa kann die Induktion 
der Transkription des IKBa-Gens durch Glucocorticoide sein. Auf mRNA-Ebene wurde 
deshalb zunächst überprüft, ob Dexamethason in der Lage ist, die IKBa-mRNA-Expression zu 
erhöhen. Hierzu wurde eine Northern-Blot-Analyse mit mRNA aus einem HeLa-Zellklon 
durchgeführt, der stabil mit dem Reportergen -121+5 HIV-CAT transfiziert ist. Dieses 
Konstrukt enthält vor dem CAT-Gen die zwei NF-KB-Bindestellen aus dem HIV1-LTR und ist 
deshalb für seine Expression von aktivem NF-KB abhängig. Da die basale Aktivität dieses 
Reportergens in diesem HeLa-Klon relativ hoch ist, kann mit seiner Hilfe gleichzeitig zur 
IKBa-mRNA-Expression auch die Hemmung der NF-KB-Aktivität durch Hormon über die 
CAT-Expression gemessen werden. 
Nach Behandlung der Zellen mit Dexamethason ist nach 4 Stunden ein deutlicher Rückgang der 
CAT-Expression zu beobachten (Abb. 13A,,Spur 3 und 4), der auf eine Hemmung der NF-KB-
Aktivität durch das Hormon zurückzuführen ist. Gleichzeitig kommt es zu einer verstärkten 
Expression der IKBa-mRNA durch Dexamethason, was die Ursache für eine Repression der 
NF-KB-Aktivität durch den GR sein könnte. Dieser Anstieg der IKBa-mRNA-Menge nach 4 
Stunden ist nicht auf eine Stabilisierung der IKBa-mRNA durch Dexamethason zurückzuführen 
(Heck et al., 1997). Es lag daher die Vermutung nahe, daß Glucocorticoide direkt die 
Transkription des IKBa-Gens bewirken. 
Deshalb wurde im nächsten Schritt überprüft, ob der Promotor des IKBa-Gens die nötigen 
Elemente für eine hormonelle Regulation besitzt. Dazu wurde ein Luciferase-Reporterplasmid, 
welches IKBa-Promotor-Sequenzen enthält (von Position -623 bis +11), transient in Heia-
Zellen transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden dann mit Dexamethason oder, als 
Positivkontrolle, mit TPA behandelt, welches die NF-KB-Aktivität induziert. Dexamethason 
verstärkte die Reportergen-Aktivität etwa um das 2-fache (Abb. 13B), möglicherweise durch 
ein GRE im IKBa-Promotor, da ein Luciferase-Reporterkonstrukt ohne Promotorsequenzen 
nicht auf Dexamethason reagierte. TP A induzierte ebenfalls die Aktivität des IKB a-
Reporterplasmids (Abb. 13B), wahrscheinlich durch die NF-KB-Bindestellen im IKBa-
Promotor (Ito et al., 1994). Die Behandlung der transfizierten Zellen mit Dexamethason und 
TPA zusammen hatte einen mehr als additiven Effekt (Abb. 13B), was die Interpretation zuläßt, 
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Abb. 13: Die Hormon-induzierte Synthese von h:B a erfolgt auf der Ebene des IK:B a-
Promotors. (A) HeLa-Zellen, die stabil mit dem NF-KB-abhängigen Reportergen -121+5 HIV-CAT 
transfiziert sind, wurden nicht bzw. für 4 Stunden mit Dexamethason (lo-7 M) behandelt. Jeweils 5 j.lg po1y(A)+ 
RNA aus diesen Zellen wurden auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und 
mit radioaktiv markierten cDNA-Fragmenten des bakteriellen Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gens (CAT), 
des menschlichen IKBa-Gens sowie des GAPDH-Gens hybridisiert. Die Hybridisierung mit der GAPDH-Sonde 
erfolgte zur Kontrolle der Menge der aufgetragenen RNA. (B) Transiente Transfektion mit einem lK:Ba-
Promotor-Reportergen. HeLa-Zellen wurden transient mit 5 j.lg des IKBa-Luciferase Reporterkonstruktes pGL2 
MAD3-Luc transfiziert und für 24 h unbehandelt gelassen bzw. mit Dexamethason (lQ-7 M), TPA (80 ng/ml) 
oder TPA und Dexamethason behandelt. Danach wurden die Zellen geerntet und Zellextrakte mit gleicher 
Proteinmenge für die Bestimmung der Luciferase-Aktivität verwendet. Dargestellt sind die Ergebnisse als Grad der 
Induktion des Reportergens relativ zu dem Wert 1, welcher nominell der Luciferase-Aktivität in Abwesenheit von 
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Hormon zugeordnet wurde. Das Säulendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichung aus drei 
unabhängigen Experimenten. 
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Glucocorticöid-vermittelte Synthese von lK:Ba aus einer 
transkriptioneilen Aktivierung des Gens resultiert, das für dieses Protein kodiert. Ob diese 
verstärkte Expression von IKBa eine Voraussetzung für die hormoninduzierte Repression NF-
KB-regulierter Gene ist, wurde nachfolgend untersucht. 
3.3.1.2 Eine Mutante des GR reprimiert die NF-KB-Aktivität, obwohl sie IKBa 
nicht mehr synthetisieren kann 
Um festzustellen, inwieweit die GR-induzierte Synthese von IKBa an der Repression der NF-
KB-Aktivität beteiligt ist, wurde der Versuch unternommen, die NF-KB-Repression von der 
hormoninduzierten IKBa-Synthese zu trennen. Hierzu wurde die in Kapitel3.1 charakterisierte 
GR-Mutante GR(D4X) (Abb. 4) verwendet, die zwischen Transaktivierung und Trans-
repression NF-KB-regulierter Genen dissoziieren kann. Zusätzlich wurde noch eine weitere 
Mutante benutzt, LS-7, die die Punktmutationen P493R und A494S im Ratten-GR trägt, 
entsprechend den Positionen 474 und 475 im menschlichen GR (zur Lokalisation der 
Mutationen siehe Abb. 4). Für die LS-7-Mutante war schon seit längerem beschrieben, daß sie 
zur Transrepression von Genen noch in der Lage ist, jedoch nicht mehr zur Transaktivierung 
(Schena et al., 1989; Helmberget al., 1995). 
Für die nachfolgenden Experimente wurden Klone der QE Fibroblasten-Zellinie verwendet, die 
stabil mit Expressionsvektoren der mutierten Rezeptoren (rGR(LS-7) und hGR(D4X)), ihrer 
entsprechenden Wildtyp-GRs (rGR und hGR), bzw. einem leeren Expressionsvektor (Vektor) 
transfiziert waren. Die parentale QE Zellinie besitzt keinen endogenen GR. 
In transienten Transfektionsexperimenten mit diesen QE-Klonen wurde die Fähigkeit der stabil 
transfizierten GR-Mutanten überprüft, in Anwesenheit von Dexamethason die Aktivität eines 
GR-abhängigen MMTV-Reporterplasmids (pHCwt-Luc) zu induzieren bzw. diejenige eines 
NF-KB-abhängigen Reporterplasmids (3Enh-tk Luc) zu reprimieren. Die NF-KB-Aktivität 
wurde durch TNFa induziert. Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse dieser Transfektionen. 
In den Transaktivierungs-Experimenten zeigten die LS-7-transfizierten Zellen eine stark 
verminderte, jedoch noch meßbare Fähigkeit, die Expression des MMTV-Reportergens zu 
induzieren (Abb. 14A). Folglich ist die LS-7-Mutante nicht vollständig transaktivierungsdefekt. 
Zellen, die die dimerisierungsdefekte Mutante GR(D4X) exprimieren, zeigten dagegen einen 
kaum signifikanten Effekt auf die Reporterg~n-Expression, wenn man sie mit der Aktivität des 
Leervektor-Klons vergleicht (Abb. 14A). 
In den Transrepressions-Experimenten inhibierten jedoch beide GR-Mutanten die Aktivität von 
NF-KB an dem NF-KB-abhängigen Reportergen in etwa genauso stark, wie ihre jeweiligen 
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Abb. 14: Eine transaktivierungsdefekte Mutante des GR reprimiert die Aktivität von NF-
KB. (A) Transaktivierende Eigenschaften der Wildtyp-GR bzw. GR-Mutanten exprimierenden OE-Klone. OE-
Zellen des jeweiligen Klons wurden mit je 9 jlg des MMTV-Reportergens pHCwt-Luc transient transfiziert. Die 
transfizierten Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit Dexamethason (1 o-7 M) für 30 h behandelt. 
Nach der Behandlung wurden die Zellen geerntet und die Luciferase-Aktivität mitjeweils gleichen Proteinmengen 
bestimmt. Die Induktion ergab sich aus dem Verhältnis zwischen der in Anwesenheit von Dexamethason und der 
ohne Hormon gemessenen Luciferase-Aktivität. Dargestellt sind die Ergebnisse als Grad der Induktion der 
Reportergen-Expression relativ zu dem Wert 1, was dem Wert im Falle des Leervektor-Klons entspricht. Das 
Säulendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens drei unabhängigen 
Experimenten. (B) Transreprimierende Eigenschaften der Wildtyp-GR bzw. GR-Mutanten exprimierenden OE-
Klone. OE-Zellen des jeweiligen Klons wurden mit je 5 jlg des Reportergens 3Enh-tk Luc transient transfiziert. 
Die transfizierten Zellen wurden mit TNFa (5 ng/ml) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Dexamethason (l0-
7 M) für 30 h behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen geerntet und mitjeweils gleicher Proteinmenge 
die Luciferase-Aktivität bestimmt. Die Restaktivität des Luciferase-Reportergens ergab sich aus dem Verhältnis 
zwischen der Luciferase-Aktivität in Anwesenheit von TNFa und Hormon und derjenigen ohne Hormon nur in 
Anwesenheit von TNFa. Diese Restaktivität wurde im Falle des Leervektor-Klons dem Wert 1 gleichgesetzt, 
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diejenige der Rezeptor-Klone wurden relativ zu diesem Wert ausgedrückt. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Ergebnisse als Säulendiagramme mit Standardabweichungen aus mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
Falls die Hemmung von NF-KB durch eine GR-vermittelte Synthese von IKBa verursacht 
wird, so sollten beide mutierten Rezeptoren, die die NF-KB-Aktivität reprimieren, auch das 
Inhibitorprotein IKBa synthetisieren. Um dies festzustellen, wurden Westem-Blot-Analysen 
mit Extrakten derselben QE-Klone durchgeführt, um unter Einfluß von Hormon die Menge an 
IKBa-Protein mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers für IKBa zu messen (Abb. 15). 
Gleichzeitig wurde mit einem Antikörper gegen den GR kontrolliert, ob die stabil transfizierten 
Klone vergleichbare Mengen an Rezeptorprotein exprimieren. Die Zellen wurden für diese 
Westem-Blot-Analyse wie angegeben entweder unbehandelt gelassen, für 2,5 Stunden mit 
Dexamethason, bzw. 0,5 Stunden mit TNFa einzeln oder in Kombination behandelt. Diese 
Behandlung erfolgte aufgrundder von Auphan et al., 1995, zuvor beschriebenen Experimente. 
Eine Behandlung mit TNFa verstärkt den Effekt des Hormons, da es transient die basale, aber 
auch die induzierte IKBa-Proteinmenge reduziert. 
Vektor rGR rGR (LS-7) 
Dex + + + + + + 
TNFa + + + + + + 
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Abb. 15: Eine transaktivierungsdefekte GR-Mutante induziert auch nicht mehr die h:Ba-
Synthese. Westem-Blot-Analyse mit Proteinextrakten aus den angegebenen QE-Zellklonen. Die Zellen des 
jeweiligen QE-Klons wurden wie angegeben entweder unbehandelt gelassen, für 2,5 h mit Dexamethason (lo-7 
M) bzw. 0,5 h mit TNFa (5 ng/ml) behandelt oder 2 h mit Dexamethason vorbehandelt und für die letzten 0,5 h 
der Hormonbehandlung TNFa zugegeben. Anschließend wurden die Zellen geerntet, aufgebrochen und Extrakte 
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mit der gleichen Menge an Protein in einem 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach transferieren auf eine 
Membran wurden das IKBa- und das GR-Protein mit Hilfe spezifischer Antikörper nachgewiesen. Der anti-IKBa-
Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1:1000, der anti-GR-Antikörper von 1:100 verwendet. 
In den Zell-Klonen, die stabil mit dem Ratten GR (rGR) bzw. dem menschlichen GR (hGR) 
transfiziert sind, verstärkte Dexamethason die IKBa-Synthese um etwa das 2- bis 3-fache (Abb. 
15, vergleiche Spur 5 mit 6 und Spur 13 mit 14). Dieser Anstieg der IKBa-Proteinmenge war 
selbst in Anwesenheit von TNFa sichtbar (Abb. 15, vergleiche Spur 7 mit 8 und 15 mit 16). 
Zellen, die die LS-7-Mutante enthalten, zeigten eine reduzierte, aber sichtbare Aktivierung der 
IKBa-Synthese nach Glucocorticoid-Behandlung. (Dies stimmt überein mit der zuvor 
beschriebenen schwachen Transaktivierung eines GR-abhängigen Reportergens durch diese 
Mutante.) Diese schwache Aktivierung konnte jedoch in Anwesenheit von TNFa nicht mehr 
beobachtet werden (Abb. 15, Spuren 9-12). 
Zellen mit der Mutante GR(D4X), sowie Zellen mit dem leeren Expressionsvektor (Vektor) 
zeigten dagegen keinerlei hormonvermittelten Anstieg der IKBa-Synthese, ungeachtet der 
Behandlung mit TNFa (Abb. 15, Spuren 1-4 und Spuren 17-20). Die Tatsache, daß die 
Mutante GR(D4X) jedoch die NF-KB-Aktivität noch reprimiert (Abb. 14B), ist ein starkes Indiz 
dafür, daß diese Repression auch ohne induzierte IKBa-Synthese erfolgen kann. 
Die Daten in Abb. 14B spiegeln eine transkriptioneile Aktivität über einen Zeitraum von 30 
Stunden wieder, während die Westem-Blot-Analyse (Abb. 15) nur zu einem fixierten Zeitpunkt 
(2,5 Stunden) Informationen über die IKBa-Menge gibt. Während dieser 30 Stunden könnte 
auch in den Zellen mit der GR(D4X)-Mutante IKBa verspätet induziert werden und der Grund 
für die NP-KR-Repression in diesen Zellen sein. Um dies zu überprüfen, wurden Experimente 
mit diesen OE-Klonen durchgeführt, um die Kinetik der Synthese des IKBa-Proteins über den 
gesamten 30 Stundenzeitraum (wie in den Transrepressions-Experimenten) zu verfolgen. 
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Abb. 16: In Kinetik-Experimenten unter reprimierenden Bedingungen ist im Gesamten kein 
Anstieg der IK:Ba-Synthese zu beobachten. (A) und (B)Western-Blat-Analysen mit Proteinextrakten 
aus den angegebenen stabil transfizierten QE-Zellklonen mit einem Antikörper gegen lK:Ba. Die Zellen des 
jeweiligen OE-Klons wurden wie angegeben entweder unbehandelt gelassen, mit Dexamethason (lo-7 M) oder 
TNFa (5 ng/ml) bzw. mit Dexamethason und TNFa für die angegebenen Zeiten behandelt. Anschließend wurden 
die Zellen geerntet, aufgebrochen und Extrakte mit der gleichen Menge an Protein in einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach transferieren auf eine Membran wurde das IKBa-Protein mit Hilfe eines anti-
IKBa-Antikörpers (1:1000) nachgewiesen. 
Die Experimente zur Kinetik der IKBa-Synthese zeigten, daß der Glucocorticoid-vermittelte 
Anstieg über einen längeren Zeitraum anhält. In Zellen, die den Wildtyp-GR enthalten, 
induzierte Dexamethason die IKBa-Synthese bis zu 15 Stunden (Abb. 16A, rGR, Spuren 1-9). 
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Dann nimmt dieser Effekt allmählich ab, ist jedoch nach 30 Stunden Behandlung immer noch 
sichtbar (Abb. 16A, rGR, vergleiche Spur 10 mit 11). (Eine ähnliche Kinetik wurde mit Zellen 
erhalten, die die Mutante LS-7 exprimieren, obwohl in diesem Falle die Dexamethason-
induzierte Synthese von IKBa reduziert war.) Im Gegensatz dazu zeigten Zellen mit dem 
mutierten Rezeptor GR(D4X) bzw. dem leeren Expressionsvektor keinen hormonvermittelten 
Anstieg der IKBa-Synthese über den gleichen Zeitraum (Abb. 16A, GR(D4X) und Vektor, 
Spuren 1-11). 
Da die OE-Zellen in den Transrepressions-Experimenten (Abb. 14B) gleichzeitig mit 
Dexamethason und TNFa behandelt wurden, wurde im nächsten Schritt untersucht, welchen 
Effekt diese Bedingungen auf die IKBa-Synthese haben. In dem Wildtyp-GR exprimierenden 
Klon führte TNFa alleine zunächst zu einer raschen Abnahme der IKBa-Menge nach 0,5 
Stunden, da es die Degradation des Proteins bewirkt. Nach 1,5 bis 4 Stunden steigt die IKBa-
Menge wieder, gefolgt von einer zweiten Phase in der IKBa abnimmt (6-15 Stunden), bevor 
wieder die basale IKBa-Proteinmenge erreicht wird (Abb. 16B, TNFa, rGR, Spuren 1-11). Es 
gibt zur Zeit noch keine Erklärung für diese zweite Phase der IKBa-Verminderung. 
Gleichzeitige Behandlung der Zellen, die den Wildtyp-GR exprimieren, mit Dexamethason und 
TNFa führten im Gesamten zu keiner drastischen Veränderung der IKBa-Proteinmenge (Abb. 
16B, TNFa+Dex, rGR, Spuren 1-11). (Die verminderte IKBa-Menge in Spur 11 dieses 
Experiments ist auf eine Störung im Western-Blot-Verfahren zurückzuführen.) Dasselbe 
Ergebnis wurde mit Extrakten aus dem Zellklon erhalten, der stabil mit dem mutierten Rezeptor 
LS-7 transfiziert ist. In den Zellen, die die Mutante GR(D4X) exprimieren, unterschied sich die 
IKBa-Kinetik nach gleichzeitiger Behandlung mit Dexamethason und TNFa nicht von der 
Kinetik mit TNFa alleine (Abb. 16B, TNFa+Dex, GR(D4X), Spuren 1-11). 
Diese Experimente zeigen, daß es durch Dexamethason in Anwesenheit von TNFa keinen 
Nettoanstieg der IKBa-Synthese über einen Zeitraum von 30 Stunden gibt. Dennoch 
reprimieren sowohl der rGR als auch die Mutante GR(D4X) die NF-KB-Aktivität. Dies läßt den 
Schluß zu, daß eine erhöhte IKBa-Proteinmenge für eine Hemmung der NF-KB-Aktivität durch 
den GR nicht notwendig ist. 
3. 3 .1. 3 Dissoziierende Steroid-Analoga können die NF -KR-Aktivität nicht 
mehr reprimieren, obwohl sie die I KB a-Synthese noch vermitteln 
In einem zweiten Versuch, die hormoninduzierte IKBa-Synthese von der NF-KB-Repression 
zu trennen, wurde eine umgekehrte Situation etabliert, bei der die Glucocorticoid-induzierte 
IKBa-Synthese stattfindet, ohne daß eine Repression NF-KB-regulierter Gene die Folge ist. 
Dies wurde durch die Verwendung der in Kapitel 3.2.2 charakterisierten dissoziierenden 
Stereid-Analoga erreicht, die auch keine anti-inflammatorische Aktivität mehr aufweisen. Wie 
bereits beschrieben, können die beiden Stereid-Analoga ZK57740 und ZK77945 zwar noch die 
Transaktivierung durch den GR vermitteln, sind jedoch in ihrer Fähigkeit, Zielgene des GR zu 
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repnm1eren, stark beeinträchtigt. Darum wurde in einer Westem-Blot-Analyse und in 
transienten Transfektionen überprüft, ob diese synthetischen Steroide in derselben QE-Zellinie 
die IK::Ba-Proteinsynthese und die Aktivität eines MMTV-Reporterplasmids (pHCwt-Luc) 
induzieren, sowie diejenige eines NF-KB-abhängigen Reporterplasmids (3Enh-tk Luc) 
reprimieren können. Diese Untersuchungen wurden zusammen mit den ebenfalls zuvor 
charakterisierten synthetischen Steroid-Analoga RU486 (Kapitel3.2.1) und ZK79642 (Kapitel 
3.2.2) als Negativkontrollen, sowie Dexamethason und ZK91588 (Kapitel 3.2.2) als 
Positivkontrolle mit dem QE-Zellklon durchgeführt, der stabil den Ratten Wildtyp-GR 
exprimiert. In Abbildung 17 sind diese Experimente zusammengefaßt. 
Die Western-Elot-Analyse zeigt, daß die beiden dissoziierenden Liganden ZK57740 und 
ZK77945, ebenso wie ZK91588 und Dexamethason nach 2,5 Stunden die Synthese von IKBa 
induzieren können (Abb. 17 A). Die Steroid-Analoga RU486 und ZK79642 veränderten 
hingegen die Menge an synthetisiertem IKBa nicht (Abb. 17 A). 
Dieses Muster spiegelte sich auch in den Transaktivierungs-Experimenten in transienten 
Transfektionen wieder. Diejenigen Liganden, welche die IKBa-Synthese induzierten, vermittel-
ten auch eine Aktivierung des MMTV-Reportergens in denselben OE-Zellen (Abb. 17B). 
In den Transrepressions-Experimenten konntenjedoch nur Dexamethason und ZK91588 durch 
den GR die NF-KB-Aktivität hemmen (Abb. 17C). Die dissoziierenden Liganden ZK57740 und 
ZK77945, die die IKB a-Synthese induzierten, vermittelten dagegen keine signifikante 
Hemmung der NF-KB-Aktivität (Abb. 17C). RU486 und ZK79642 konnten die lKBa-
Synthese nicht induzieren, waren zugleich aber auch nicht in der Lage, eine Repression der NF-













































Abb. 17: Dissoziierende Steroid-Analoga induzieren die IKBa-Synthese, hemmen jedoch 
nicht die Aktivität von NF-lCB. (A) Western-Elot-Analyse mit einem Antikörper gegen IKB<X mit 
Proteinextrakten aus OE-Zellen, die stabil mit dem Wildtyp Ratten-OR transfiziert sind. Die Zellen wurden wie 
angegeben entweder unbehandelt gelassen oder mit je lQ-7 M Dexamethason, RU486, ZK91588, ZK57740, 
ZK77945 oder ZK79642 für 2,5 h behandelt. In der letzten halben Stunde dieser Behandlung wurde TNFa zu 
einer Endkonzentration von 5 ng/ml zugegeben. Anschließend wurden die Zellen geerntet, aufgebrochen und 
Extrakte mit der gleichen Menge an Protein in einem 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach transferieren 
auf eine Membran wurde das IlCBa-Protein mit Hilfe eines anti-llCBa-Antikörpers (1:1000) nachgewiesen. (B) 
Transaktivierende Eigenschaften der angegebenen Steroid-Analoga in OE-Zellen, die stabil mit dem Wildtyp 
Ratten-OR transfiziert sind. Die Zellen wurden mit je 9 J..Lg des MMTV-Reportergens pHCwt-Luc transient 
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transfiziert. Die transEizierten Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit je 1o-7M der angegebenen 
Glucocorticoid-Analoga für 30 h behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen geerntet und die Luciferase-
Aktivität mit jeweils gleichen Proteinmengen bestimmt. Die Induktion ergab sich aus dem Verhältnis zwischen 
der in Anwesenheit von Hormon und der ohne Hormon gemessenen Luciferase-Aktivität. Dargestellt sind die 
Ergebnisse als Grad der Induktion der Reportergen-Expression relativ zu dem Wert 1, was der Induktion in 
Abwesenheit von Hormon entspricht. Das Säulendiagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 
vier unabhängigen Experimenten. (C) Transreprimierende Eigenschaften der angegebenen Stereid-Analoga in 
.QE-Zellen, die stabil mit dem Wildtyp Ratten-GR transfiziert sind. Die Zellen wurden mit je 5 Jlg des 
Reportergens 3Enh-tk Luc transient transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden mit TNFa (5 ng/ml) in 
Anwesenheit oder Abwesenheit von je w-7 M der angegebenen Glucocorticoid-Analoga für 30 h behandelt. Nach 
der Behandlung wurden die Zellen geerntet und mit jeweils gleicher Proteinmenge die Luciferase-Aktivität 
bestimmt. Die Restaktivität des Luciferase-Reportergens ergab sich aus dem Verhältnis zwischen der Luciferase-
Aktivität in Anwesenheit von TNFa und Hormon und derjenigen ohne Hormon nur in Anwesenheit von TNFa. 
Diese Restaktivität wurde relativ zu dem Wert 1 ausgedrückt, welcher nominell der Restaktivität in Abwesenheit 
von Hormon zugeordnet wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte der Ergebnisse als Säulendiagramme mit 
Standardabweichungen aus vier unabhängigen Experimenten. 
Aus diesen Experimenten konnten zwei wichtige Schlußfolgerungen abgeleitet werden: 
(i) Die Tatsache, daß ZK57740 und ZK77945 die IKBa-Synthese vermitteln konnten, die NF-
KB-Aktivität jedoch nicht signifikant reprimierten, zeigt deutlich, daß eine hormoninduzierte 
IKBa-Synthese nicht ausreichend ist, um eine Hemmung der NF-KB-Aktivität zu erreichen. 
(ii) Die Fähigkeit, NF-KB-regulierte Gene zu reprimieren, scheint jedoch für eine anti-
inflammatorische Wirkung erforderlich zu sein, da von den getesteten Steroiden nur diejenigen, 
die die NF-KB-Aktivität reprimierten (Dexamethason und ZK91588, Abb. 17B), auch anti-
inflammatorisches Potential besitzen (Tab. 3). 
Zusammengefaßt lassen die in Kapitel 3.3.1.2 dargestellten Ergebnisse mit der GR-Mutante 
GR(D4X) sowie die hier gezeigten Ergebnisse mit den Steroid-Analoga ZK57740 und 
ZK77945 den Schluß zu, daß eine Glucocorticoid-vermittelte Synthese des Inhibitorproteins 
IKBa weder notwendig noch ausreichend ist, eine Hemmung von NF-KB durch den GR zu 
bewirken. Diese Interpretation wurde auch durch Untersuchungen mit anderen 
Steroidhormonrezeptoren bestätigt. 
3. 3 .1. 4 Andere Steroidhormonrezeptoren hemmen die Aktivität von NF -KB, 
ohne I KB a zu induzieren 
Für andere Steroidhormonrezeptoren ist ebenfalls bekannt, daß sie die Fähigkeit haben, AP-1 
und NF-KB-regulierte Gene zu reprimieren (Jonat et al., 1990; Schüle et al., 1990; Yang-Yen et 
al., 1990; Zhang et al., 1991b; Caldenhoven et al., 1995; Stein und Yang, 1995; Kalkoven et 
al., 1996; Keller et al., 1996). Wäre eine verstärkte Synthese des Inhibitorproteins IKBa 
tatsächlich notwendig für eine hormonvermittelte Hemmung von NF-KB, so sollten diese 
Steroidhormonrezeptoren ebenfalls in der Lage sein, die IKBa-Synthese zu induzieren. Um 
dies genauer zu analysieren, wurde die Fähigkeit des Progesteronrezeptors (PR), des 
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Androgenrezeptors (AR) sowie des Estrogenrezeptors (ER), IKBa zu synthetisieren bzw. NF-
KB zu reprimieren, in Westem-Blot-Analysen und transienten Transfektionsexperimenten 
verglichen (Abb. 18). 
Für die Westem-Blot-Analysen zur Bestimmung der IKBa-Synthese wurden PR-positive 
menschliche T47D Mammakarzinom-Zellen mit dem synthetischen Progesteron R5020, AR-
positive menschliche LNCaP Prostatakarzinom-Zellen mit dem Androgen Dihydrotestosteron 
(DHT) und ER-positive menschliche MCF-7 Mammakarzinom-Zellen mit 17ß-Estradiol 
behandelt. Dabei zeigte sich, daß R5020 die IKBa-Synthese induzierte (Abb. 18A, vergleiche 
Spuren 1 und 2). Dies stimmt überein mit der bereits publizierten Beobachtung, daß der PR zur 
Repression der NF-KB-Aktivität in der Lage ist (Kalkhoven et al., 1996). Im Gegensatz dazu 
induzierten weder DHT noch 17ß-Estradiol die IKBa-Synthese (Abb. 18A, vergleiche Spur 3 
mit 4 und Spur 5 mit 6), obwohl LNCaP-Zellen funktionellen AR und MCF-7-Zellen 
funktionellen ER enthalten. Da MCF-7-Zellen zusätzlich zum ER auch funktionellen GR 
enthalten, wurden diese Zellen als Kontrolle auch mit Dexamethason behandelt und diese 
Behandlung führte zu einem Ansteigen der IKBa Proteinmenge (Abb. 18A, vergleiche Spur 5 
und 7). 
Da nun gezeigt wurde, daß weder DHT noch Estradiol eine IKBa-Synthese vermitteln können, 
war die nächste Frage, wie diese Hormone sich bei der Repression NF-KB-regulierter Gene 
verhalten. Hierzu wurde das NF-KB-abhängige Reporterkonstrukt 3Enh-tk Luc mit 
multimerisierter NF-KB-Bindestelle transient in LNCaP und MCF-7-Zellen, und zusätzlich ein 
Interleukin-6 Luciferase-Konstrukt in MCF-7-Zellen transfiziert. Für dieses IL-6-Reportergen 
war bereits gezeigt, daß seine Expression durch Estradiol gehemmt wird (Stein und Y ang, 
1995). Die Aktivität von NF-KB und somit dieser Reporterkonstrukte wurde mit TNFa 
induziert. In diesen Transrepressions-Experimenten konnte DHT die Hemmung der NF-KB-
Aktivität durch den AR vermitteln (Abb. 18B). Ebenso war Estradiol in der Lage, die Aktivität 
beider NF-KB-abhängiger Reportergene zu reprimieren, und zwar in etwa genauso stark wie die 
Positivkontrolle Dexamethason (Abb. 18B). Die Tatsache, daß DHT und Estradiol trotzdem 
keinen Anstieg des IKBa-Proteins bewirkten, zeigt, daß auch die Hemmung der NF-KB-
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Abb. 18: Dihydrotestosteron und Estradiol hemmen die NF-K:B-Aktivität, ohne die IK:Ba.-
Synthese zu induzieren. (A) Westem-Blot-Analyse mit Proteinextrakten aus T47D, LNCaP und MCF-7-
Zellen mit einem Antikörper gegen IJCBa.. T47D-Zellen wurden mit w-7 M des Progesterons R5020, LNCaP-
Zellen mit w-7 M Dihydrotestosteron (DHT) und MCF-7-Zellen mit 10-8M 17ß-Estradiol (E2) oder w-7 M 
Dexamethason für 2,5 h behandelt. Anschließend wurden die Zellen geerntet, aufgebrochen und Extrakte mit der 
gleichen Menge an Protein in einem 10% SDS-Pölyacrylamidgel aufgetrennt. Nach transferieren auf eine 
Membran wurde das IK:Ba.-Protein mit Hilfe eines anti-IK:Ba.-Antikörpers (1:1000) nachgewiesen. (B) 
Transrepression von NF-K:B-regulierten Genen durch DHT und E2. LNCaP-Zellen wurden mit 5 jlg des NF-JCB-
Reportergens 3Enh-tk Luc transient transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden mit TNFa. (5 ng/ml) in 
Anwesenheit oder Abwesenheit von w-7 M DHT für 30 h behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen 
geerntet und mit jeweils gleicher Proteinmenge die Luciferase-Aktivität bestimmt. MCF-7 -Zellen wurden 
entweder mit 10 jlg des IL-6-Reportergens -158/+11 IL-6-Luc oder mit 5 jlg des NF-JCB-Reportergens 3Enh-tk 
Luc transient transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen für 30 min mit oder ohne E2 (l0-8 
Ml oder Dexamethason (lo-7 M) behandelt. Danach wurde TNFa. zu einer Endkonzentration von 5 ng/ml 
zugegeben. Nach 8 Stunden wurden die Zellen geerntet und mit jeweils gleicher Proteinmenge die Luciferase-
Aktivität bestimmt. Die Ergebnisse wurden aus dem Verhältnis zwischen der Luciferase-Aktivität in Anwesenheit 
von TNFa. und Hormon und derjenigen ohne Hormon nur in Anwesenheit von TNFa. berechnet. Diese 
Restaktivität wurde relativ zu dem Wert 1 ausgedrückt, welcher nominell der Restaktivität in TNFa.-behandelten 
Zellen in Abwesenheit von Hormon zugeordnet wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte der Ergebnisse als 
Säulendiagramme mit Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten. 
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Die Daten aus den letzten drei Kapiteln haben mit verschiedenen Ansätzen gezeigt, daß die 
hormonvermittelte gesteigerte Expression von lK:Ba und die hormonvermittelte Repression der 
NF-KB-Aktivität zwei voneinander unabhängige Ereignisse sind. Die NF-KB-Aktivität kann 
ohne eine verstärkte lK:Ba-Synthese erfolgen. Es ist daher sehr unwahrscheinlich, daß die 
hormoninduzierte IKBa-Synthese der Mechanismus ist, der der NF-KB-Repression durch den 
GR zugrunde liegt. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im letzten Teil dieser Arbeit untersucht, 
welche Rolle der als zweite Möglichkeit diskutierte Mechanismus einer Protein-Protein-
Interaktion bei der NF-KB-Repression durch den GR spielt. 
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3.3.2 Protein-Protein-Interaktion zwischen NF-KB und dem GR 
Die negative Wirkung des GR auf die NF-KB-Aktivität könnte dadurch zustande kommen, daß 
der GR direkt mit NF-KB interagiert und dabei das Transaktivierungspotential von NF-KB 
stört. Um diese Hypothese genauer zu untersuchen, wurde im Folgenden zunächst geklärt, 
welche Bereiche des GR-Proteins notwendig sind, um die transkriptioneHe Aktivität von NF-
KB zu hemmen. In einem zweiten Schritt wurden dann in vitro Protein-Protein-
Interaktionsstudien durchgeführt, um herauszufinden, ob diese im ersten Teil erhaltenen 
funktionellen Daten mit der Fähigkeit des GR korrelieren, direkt mit NF-KB zu interagieren. 
3.3.2.1 Bereiche in der DNA-Bindedomäne und im Carboxy-Terminus des GR 
sind an der Hemmung der NF-KB-Aktivität beteiligt 
Um zu untersuchen, welche Bereiche des GR an der Repression der transkriptionellen Aktivität 
von NF-KB beteiligt sind, wurden verschiedene Deletionsmutanten des Rezeptorproteins 
verwendet. Sie sind in Abbildung 19 schematisch dargestellt. Bei diesen GR-Mutanten fehlt 
entweder der größte Teil des Amino-Terminus (N-Terminus) (.6. 9-385), die DNA-Binde-
domäne (DBD) (.6.428-490), die Gelenk (hinge)-Region nach der DNA-Bindedomäne (.6.491-
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Abb. 19: Schematische Darstellung der verwendeten GR-Deletionsmutanten. Die Abbildung 
zeigt die Domänenstruktur des Wildtyp-Glucocorticoidrezeptor-Proteins (GRwt) sowie die Struktur verschiedener 
mutierter Rezeptorproteine. Die Zahlen über dem Wildtyp-GR bezeichnen die Positionen der Aminosäuren. Die 
mit Ll markierten Zahlen bezeichnen, bezogen auf den Wildtyp-GR, den in dem entsprechenden Rezeptorprotein 
fehlenden Aminosäurenbereich. N-Term: Amino-Terminus; DBD: DNA-Bindedomäne; h: hinge-Region; C-Term: 
Carboxy-Terminus. 
In transienten Transfektionsexperimenten mit rezeptornegativen 293-Zellen wurde die Fähigkeit 
dieser GR-Deletionsmutanten analysiert, nach Hormoninduktion die NF-KB-Aktivität an einem 
NF-KB-abhängigen Luciferase Reportergen (3Enh-tk Luc) zu reprimieren. Die NF-KB-Aktivität 
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wurde in diesen Zellen mit TNFa induziert. Als Kontrolle wurde gleichzeitig das Potential der 
Mutanten überprüft, die Transkription einesGR-abhängigen MMTV-Reporterplasmids (pHCwt-
Luc) nach Hormoninduktion zu aktivieren. Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse dieser 
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Abb. 20: Die Hemmung der NF-K:B-Aktivität ist an die Anwesenheit der DNA-Bindedomäne 
und des Carboxy-Terminus des GR gekoppelt. (A) Transaktivierende Eigenschaften der GR-
Deletionsmutanten. 293-Zellen wurden mit jeweils 6 j.tg des MMTV-Reportergens pHCwt-Luc und je 1 j.Lg des 
Expressionsplasmides des leeren Vektors (pRShR"), des Wildtyp-GR (phGRSB) oder der GR-Deletionsmutanten 
kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit Dexarnethason (1 o-7 M) 
für 24 h behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen geerntet und die Luciferase-Aktivität (als relative 
Lichteinheiten) mit jeweils gleichen Proteinmengen bestimmt. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis der 
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Luciferase-Aktivität als relative Lichteinheiten aus zwei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten.* 
(B) Transreprimierende Eigenschaften der GR-Deletionsmutanten. 293-Zellen wurden mit jeweils 2 llg 
Expressionsplasmid des leeren Vektors (pRShR-), des Wildtyp-GR (phGRSB) oder der GR-Deletionsmutanten 
zusammen mit 0,5 !lg des Reportergens 3Enh-tk Luc kotransfiziert. Die transfizierten Zellen wurden entweder 
unbehandelt gelassen, bzw. mit TNFa (5 ng/ml) in Anwesenheit oder Abwesenheit von Dexamethason (lo-7 M) 
behandelt. Die Zellen wurden 24 h nach der Behandlung geerntet und die Luciferase-Aktivität mit jeweils gleicher 
Proteinmenge als relative Lichteinheiten bestimmt. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis der Luciferase-
Aktivität als relative Lichteinheiten aus drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten.* 
(*Da in diesen Experimenten die basalen Werte der relativen Lichteinheiten sehr unterschiedlich waren, wurde auf 
eine zusammengefaßte Darstellung der Ergebnisse mit Standardabweichung verzichtet. Die relative Induktion 
bzw. relative Restaktivität der Reportergene zeigte jedoch zwischen den einzelnen Experimenten keine 
signifikanten Unterschiede.) 
In den Transaktivierungs-Experimenten (Abb. 20A) verhielten sich die GR-Deletionsmutanten 
erwartungsgemäß (Hollenberg et al., 1987). Sowohl der Wildtyp-GR (phGRSB) als auch die 
Mutante mit der fehlenden hinge-Region (L\ 491-515) führten zu einer starken Aktivierung des 
MMTV-Reportergens (etwa 120-fach). (Für die im Falle des leeren Expressionsvektors 
(Vektor) zu beobachtende schwache Induktion gibt es augenblicklich keine Erklärung. 
Möglicherweise enthalten 293-Zellen doch noch eine endogene, dem GR vergleichbare 
Aktivität.) DieN-terminale Deletionsmutante (L\ 9-385) sowie die Mutante mit der fehlenden 
DNA-Bindedomäne (L\ 428-490) haben ihre Fähigkeit zur Transaktivierung annähernd komplett 
verloren. Auch die C-terminale Deletionsmutante (L\ 491-777), die keine Hormon-Bindedomäne 
mehr enthält, zeigte erwartungsgemäß nahezu keine hormoninduzierte Aktivierung des 
Reportergens mehr. Diese Deletionsmutante bewirkte jedoch schon in Abwesenheit von 
Hormon eine gewisse Induktion des Reportergens, d.h. sie besitzt noch teilweise das Potential 
zur Transaktivierung (Hollenberg et al., 1987; Godowski et al., 1988), da sie die konstitutiv 
aktive Transaktivierungsdomäne AF-1 noch enthält. (Um dies deutlich zu machen, wurden im 
Gegensatz zu den vorangegangenen Transfektionen die hier beschriebenen Experimente als 
Rohdaten (relative Lichteinheiten) dargestellt, und nicht als relative Induktionswerte.) 
In den Experimenten zur Transrepression (Abb. 20B) zeigten der Wildtyp-GR (phGRSB) und 
die Mutante mit der fehlenden hinge-Region (L\ 491-515), aber auch dieN-terminale Deletions-
mutante (L\ 9-385) NF-KB-reprimierende Aktivität. In diesem N-terminalen Bereich des GR gibt 
es demzufolge keine Region, die für die NF-KB-Repression notwendig wäre, obwohl dieser 
Teil des Rezeptors absolut essentiell ist für die Transaktivierung von Zielgenen. Bei den 
Transfektionen mit der DBD-Deletionsmutante (L\ 428-490) sowie der C-terminalen 
Deletionsmutante (L\ 491-777) war dagegen ein kompletter Verlust der NF-KB-Repression 
durch Dexamethason zu beobachten. (Für die verringerte TNFa-Induktion im Falle der 
Mutanten L\428-490 und L\490-515 gibt es momentan keine Erklärung.) 
Diese Ergebnisse lassen den Schluß zu, daß Bereiche in der DNA-Bindedomäne und im 
Carboxy-Terminus des GR für die Repression der NF-KB-Aktivität notwendig sind. Ob diese 
Bereiche auch an einer direkten Interaktion zwischen dem GR und NF-KB beteiligt sind, wurde 
im Anschluß untersucht. 
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3.3.2.2 Die beiden NF-KB-Untereinheiten p65 und pSO interagieren mit einem 
Bereich im Carboxy-Terminus des GR 
Die vorherrschende Form von NF-ld3 ist ein Heterodimer aus den Protein-Untereinheiten p65 
und p50, wobei p65 aufgrund einer Transaktivierungsdomäne im C-Terminus die 
transkriptioneil aktive Einheit ist. In einem Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsprotein-
Interaktionstest wurde die Wechselwirkung zwischen dem GRund diesen beiden NF-KB-
Untereinheiten untersucht. Hierzu wurden bakteriell exprimierte und gereinigte GST-
Fusionsproteine mit der p65- (GSTp65) und der p50-Untereinheit (GSTp50) von NF-KB, 
sowie GST ohne Fusion als Negativkontrolle verwendet. Der Wildtyp-GR bzw. die in Abb. 19 
dargestellten Deletionsmutanten des GR wurden in Anwesenheit von [35S]-Methionin in vitro 
translatiert und durch die Inkubation mit Dexamethason aktiviert. Die GST-Fusionsproteine 
wurden an Glutathion-Agarose gekoppelt und mit den markierten Rezeptorproteinen inkubiert, 
um eine Bindung zu ermöglichen. Nach mehrmaligem Waschen wurden die gebundenen 
Proteine eluiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Resultat des Interaktionstests mit p65 
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Abb. 21: Die Interaktion zwischen NF-KB und dem GR erfordert den Carboxy-Terminus des 
GR. GST-Fusionsprotein-Interaktionstest mit der p65 (A) bzw. pSO (B) -Untereinheit von NF-KB und in vitro 
translatierten GR-Deletionsmutanten. Bakteriell exprimiertes GST, bzw. GSTp65- (A) oder GSTpSO- (B) 
Fusionsprotein wurde an Glutathion-Agarose gekoppelt und mit in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem 
und hormonaktiviertem GRwt (10 j.tl), bzw. den angegebenen GR-Deletionsmutanten (10 j.tl) inkubiert. Es wurde 
die gleiche Menge (20 j.tg) anGST, GSTp65 bzw. GSTpSO verwendet. Nach mehrmaligem Waschen wurden die 
gebundenen Proteine eluiert und in einem 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. In den Spuren 1-5 wurde 
jeweils 1110 der Menge des im Test eingesetzten in vitro translatierten Proteins aufgetrennt. Die Zahlen an der 
rechten Seite bezeichnen die Banden eines Molekulargewicht-Standards in kDa. 
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Die Ergebnisse zeigten deutlich, daß der Wildtyp-GR (GRwt) sowohl an GSTp65 als auch an 
GSTp50, nicht jedoch an GST alleine bindet (Abb. 21A und B, vergleiche Spur 6 und 7). Diese 
Bindung ist somit spezifisch. Ebenso waren auch dieN-terminale Deletionsmutante (Ll9-385) 
und die DBD-Deletionsmutante (Ll428-490) in der Lage, spezifisch an GSTp65 und GSTp50 
zu binden (Abb. 21A und B, Spur 9 und Spur 11). Die Deletionsmutante mit der fehlenden 
hinge-Region (Ll491-515) zeigte jedoch ein unterschiedliches Bindungsverhalten an p65 und 
p50. Während dieses Rezeptorprotein noch spezifisch mit GSTp65 interagierte (Abb. 21A, 
Spur 13), war eine Bindung an GSTp50 nicht mehr zu beobachten (Abb. 21B, Spur 13). 
Dagegen war die C-terminale Deletionsmutante (Ll 491-777) weder zu einer Interaktion mit 
GSTp65 noch mit GSTp50 in der Lage (Abb. 21A und B, Spur 15). 
Aus der Interpretation dieser Ergebnisse ergibt sich, daß die NF-KB-Untereinheiten p65 und 
p50 im C-terminalen Bereich des GR-Proteins binden. Die Interaktionsstelle mit NF-KB liegt 
vermutlich nahe der DNA-Bindedomäne, da für eine Bindung mit p50 die hinge-Region 
(Aminosäuren 491-515) notwendig ist und p65 und p50 ein Heterodimer bilden. Trifft diese 
Vermutung zu, so sollten andere C-terminale Deletionsmutanten, die diesen mutmaßlichen 
Interaktionsbereich noch enthalten, auch noch mit p65 und p50 interagieren. Dies wurde in 
einem Interaktionstest mit zwei weiteren C-terminalen Deletionsmutanten überprüft. 
Die hierzu verwendeten Mutanten sind in Abbildung 22A dargestellt. Es handelt sich dabei um 
eine Mutante, bei der C-terminal die Aminosäuren 748-777 deletiert sind, der zweiten Mutante 
fehlt der C-terminale Aminosäurenbereich von Position 597-777. Mit in vitro translatierten 
Proteinen dieser Mutanten und bakteriell exprimiertem GSTp65 und GSTp50 wurde analog zu 
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Abb. 22: Die beiden NF-KB-Untereinheiten p65 und p50 interagieren mit einem Bereich im 
Carboxy-Terminus des GR nahe der DNA-Bindedomäne. (A) Schematische Darstellung der 
verwendeten Carboxy-terminalen Deletionsmutanten des GR. Die Abbildung zeigt die Domänenstruktur des . 
Wildtyp-Glucocorticoidrezeptors (GRwt) sowie die Strukturzweier mutierter Rezeptorproteine. Die Zahlen über 
dem Wildtyp-GR bezeichnen die Positionen der Aminosäuren. Die mit A markierten Zahlen bezeichnen, bezogen 
auf den Wildtyp-GR, den in dem entsprechenden Rezeptorprotein fehlenden Aminosäurenbereich. N-Term: 
Amino-Terminus; DBD: DNA-Bindedomäne; C-Term: Carboxy-Terminus. (B) GST -Fusionsprotein-
Interaktionstest mit der p65- bzw. (C) p50-Untereinheit von NF-KB und in vitro translatierten Carboxy-
terminalen Deletionsmutanten des GR. Bakteriell exprimiertes GST, bzw. GSTp65- (B) oder GSTp50- (C) 
Fusionsprotein wurde an Glutathion-Agarose gekoppelt und mit in vitro translatiertem, radioaktiv markiertem 
und hormonaktiviertem GRwt (10 Jll), bzw. den angegebenen C-terrninalen Deletionsmutanten (10 Jll) inkubiert. 
Es wurde die gleiche Menge (20 !J.g) anGST, GSTp65 bzw. GSTp50 verwendet. Nach mehrmaligem Waschen 
wurden die gebundenen Proteine eluiert und in einem 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. In den Spuren 1 
und 2 bzw. 7 und 8 wurde jeweils 1110 der Menge des im Test eingesetzten in vitro translatierten Proteins 
aufgetrennt. Die Zahlen an der rechten Seite bezeichnen die Banden eines Molekulargewicht-Standards in kDa. 
Beidiesem Interaktionstest interagierte die Deletionsmutante 11748-777, bei der nur ein kleiner 
Teil des C-Terminus deletiert war, sowohl mit GSTp65 als auch mit GSTp50, nicht aber mit 
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OST alleine (Abb. 22B, Spur 3 und 4, sowie C, Spur 9 und 10). Dagegen war mit der 
Deletionsmutante L\ 597-777 nur noch eine sehr schwache Bindung an GSTp65 und nahezu 
keine Bindung an GSTp50 zu beobachten (Abb. 22B, Spur 6, sowie C, Spur 12). Dies könnte 
bedeuten, daß an Aminosäurenposition 597 gerade die Region erreicht ist, die für eine Bindung 
von p65 und p50 an den GR notwendig ist. 
Zusammen mit den mit der hinge-Deletionsmutante (L\ 491-515) und der C-terminalen 
Deletionsmutante (L\ 491-777) erhaltenen Daten aus Abb. 21lassen diese Ergebnisse vermuten, 
daß die Interaktion zwischen dem GR und p65/p50 den Aminosäurenbereich von Position 491 
bis 597 in der Carboxy-terminalen Region des GR erfordert. 
Nachdem nun die Bereiche des GR, die für die Hemmung der NF-KB-Aktivität notwendig sind 
(Kapitel 3.3.2.1), sowie die für eine direkte Interaktion mit NF-KB erforderlichen Bereiche 
(Kapitel 3.3.2.2) definiert wurden, stellte sich die Frage, ob sich zwischen den funktionellen 
Daten und den Interaktionsstudien ein Zusammenhang herstellen läßt. Hierzu wurden die Daten 
aus beiden Untersuchungen nochmals in Tabelle 4 zusammengestellt. 
Tab. 4: Vergleich der Interaktion zwischen GR-Deletionsmutanten und p65/p50 mit der NF-
KB-reprimierenden Aktivität dieser Mutanten. Die Darstellung der GR-Deletionsmutanten entspricht 
Abbildung 19. Die Daten für die Interaktion mit p65 und p50 ergaben sich aus Abbildung 21, die funktionellen 
Daten für die NF-KB-Repression aus Abbildung 20. 
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p65 p50 













Aus dieser Zusammenstellung ergeben sich zwei Schlußfolgerungen: 
(i) Eine Interaktion zwischen dem GRund der transkriptioneil aktiven p65-Untereinheit von 
NF-KB (nicht jedoch der p50-Untereinheit) ist absolut notwendig für eine Repression der NF-
KB-Aktivität. Bei Verlust der Interaktion kann auch keine Repression mehr stattfinden (siehe~ 
491-777). 
(ii) Offensichtlich reicht diese Interaktion alleine jedoch nicht aus, um die Repression zu 
vermitteln, da die DBD-Deletionsmutante ~ 428-490 zwar mit p65 interagiert, die NF-KB-
Aktivität aber dennoch nicht reprimieren kann. Es muß also noch eine weitere Determinante 
geben, die nach einer erfolgten Interaktion zwischen GRund NF-KB dazu führt, daß NF-KB 
nicht mehr transkriptioneil aktiv sein kann. Die Funktion dieser Determinante ist offenbar von 
der Anwesenheit der DNA-Bindedomäne des GR abhängig. 
Zusammengeiaßt machen es die Untersuchungen aus Kapitel 3.3.1 und Kapitel 3.3.2 
wahrscheinlich, daß eine Protein-Protein-Interaktion zwischen dem GRund NF-KB, und nicht 
eine GR-induzierte Synthese von IKBa die Grundlage für die Hemmung der NF-KB-Aktivität 




4 .1 Trennung von positiver und negativer Genregulation 
Wie andere Steroidhormonrezeptoren beeinflußt der Glucocorticoidrezeptor (GR) nach Bindung 
seines Liganden im Zellkern als Transkriptionstaktor die Expression spezifischer Gene. Diese 
Veränderungen in der Genexpression bilden die Basis der Wirkung von Glucocorticoid-
Hormonen. Dabei ist der GR in der Lage, die Expression von Genen sowohl positiv als auch 
negativ zu regulieren. Die Mechanismen für eine positive Regulation der Genexpression durch 
den GR sind relativ gut bekannt. Obwohl bisher unklar ist, wie der GR letztendlich mit der 
Transkriptionsmaschinerie kommuniziert, steht fest, daß seine Bindung als Homodimer an 
klassische GREs im Promotor hormoninduzierbarer Gene notwendig ist, um deren 
Transkription zu aktivieren. Die Frage, ob die Repression der Genexpression durch den GR 
durch die gleichen Faktoren vermittelt wird, konnte bislang nicht klar beantwortet werden. 
Folgende Hinweise ließen vermuten, daß dies nicht der Fall ist: (i) Der GR reprimiert AP-1-
abhängige Promotoren, die kein klassisches GRE enthalten und verhindert auch nicht die 
Besetzung der AP-1-Bindestelle in diesen Promotoren (Jonat et al., 1990; König et al., 1992). 
(ii) Transrepression durch den GR erfolgt schon bei niedrigeren Hormonkonzentrationen als die 
Aktivierung eines klassischen GRE-Promotors (Jonat et al., 1990), was dahingehend 
interpretiert werden könnte, daß Transrepression auch durch Rezeptor-Monomere erfolgen 
kann, während für die Transaktivierung Dimere erforderlich sind. 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß die Transaktivierung von Genen und die 
Transrepression AP-1- und NF-KB-regulierter Gene zwei unterschiedliche Eigenschaften des 
GR sind und getrennt werden können. Dies war mit Hilfe von Punktmutanten und 
synthetischen Liganden des Rezeptors möglich. 
4 .1.1 Unterscheidung durch Mutanten des GR 
Punktmutationen in der Dimerisierungsdomäne (siehe Gruppe II-Mutanten, Abb. 4) innerhalb 
der DNA-Bindedomäne (DBD) des GR, die die Dimerisierung und DNA-Bindung von 
Rezeptorproteinen behindern (Umesono und Evans, 1989; Dahlman-Wright et al., 1991; Heck 
et al., 1994), resultierten in transaktivierungsdefekten Rezeptormutanten. Dennoch konnten 
diese Mutanten die Aktivität der Transkriptionstaktoren AP-1 und NF-KB reprimieren. Dies 
konnte nicht nur in transienten Transfektionsexperimenten gezeigt werden, sondern wurde auch 
mit einer stabil transfizierten GR-Mutante bestätigt. Diese Daten lassen vermuten, daß im 
Gegensatz zur Transaktivierung, die Repression AP-1 und NF-KB-regulierter Gene durch GR-
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Monomere erfolgt. Andere Mitglieder der Steroid!Thyroid-Rezeptor Familie, wie beispielsweise 
der Thyroidhormon (TR)- und der Retinsäure (RAR)-Rezeptor, können ebenfalls die AP-1-
Aktivität reprimieren. Im Gegensatz zum GR hängt ihre Dimerisierung jedoch zusätzlich zur 
Dimerisierungsdomäne in der DBD noch stark von einem Bereich in ihrer Hormon-
Bindedomäne ab (zur Übersicht siehe Glass, 1994). In diesem Falle wäre es schwieriger und 
ist bisher auch nicht gelungen, analog zum GR, dimerisierungsdefekte Mutanten zu erzeugen. 
Hinsichtlich der hier dargestellten Daten würde man jedoch voraussagen, daß auch solche 
Mutanten ihre Fähigkeit zur AP-1-Repression beibehalten. 
Neben den in dieser Arbeit verwendeten GR-Mutanten mit Defekt in der Dimerisierungsdomäne 
wurde schon seit längerem eine weitere transaktivierungsdefekte Mutante des Ratten-OR 
beschrieben (LS-7), die ebenfalls die AP-1-Aktivität noch reprimieren kann (Schena et al., 
1989; Yang-Yen et al., 1990). Hier wurde gezeigt, daß diese Mutante auch zur Repression der 
NF-KB-Aktivität in der Lage ist. Als die LS-7-Mutante in dieser Arbeit jedoch als 
dissoziierender Rezeptor in stabilen Transfektionen verwendet werden sollte, zeigte sich, daß 
sie noch ein schwaches, aber meßbares Potential zur Transaktivierung besitzt. Der Grund 
hierfür ist möglicherweise, daß diese Mutante zwar zwei Punktmutationen in der DBD trägt, 
aber trotzdem noch an die DNA binden kann (Schena et al., 1989). Dies könnte es dem 
mutierten Rezeptor ermöglichen, unter bestimmten Bedingungen Transaktivierung zu 
vermitteln. 
Gegenwärtig ist in der Literatur nur eine Mutation beschrieben, die umgekehrt wie die 
dimerisierungsdefekten Mutanten die AP-1-reprimierende Eigenschaft des GR zerstört, die 
Transaktivierung an einem klassischen GRE jedoch noch, wenn auch abgeschwächt, erlaubt 
(Starret al., 1996). Dabei handelt es sich um eine Punktmutation von Lysin zu Alanin an der 
Basis des linken Zinkfingers in der DBD des Ratten-OR (K461A), die der Position 442 im 
menschlichen GR entspricht. Dies zeigt deutlich, daß in der DBD des GR auch 
Aminosäuresequenzen existieren, die für die transreprimierende Eigenschaft des GR notwendig 
sind. Der Versuch, in dieser Arbeit entsprechende Mutationen zu identifizieren, war jedoch 
nicht erfolgreich. Die Beobachtung, daß einige der Gruppe I-Mutanten (Abb. 4) die AP-1-
Aktivität an einem Reporterkonstrukt mit multimerisierter AP-1-Bindestelle nicht mehr 
reprimierten, konnte unter Verwendung eines Kollagenase I-Reporterkonstrukts mit nur 
einfacher AP-1-Bindestelle nicht bestätigt werden. Es ist denkbar, daß die Regulation dieser 
beiden Reporterkonstrukte durch verschiedene AP-1-Untereinheiten erfolgt, die das Verhalten 
der GR-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-GR unterschiedlich beeinflussen. AP-1 ist ein 
Komplex, der aus Hetero- oder Homodimeren aus der Jun/Fos-Familie von 
Transkriptionstaktoren zusammengesetzt sein kann. Es wäre nicht ungewöhnlich, daß ein 
Unterschied in den Komponenten besteht, die an eine multimerisierte AP-1-Bindestelle im 
Gegensatz zu einer einfachen Bindestelle gebunden sind. Für JunB wurde beispielsweise 
beschrieben, daß es die Transkription zwar an Promotoren mit multimerisierter AP-1-
Bindestelle, nicht aber an solchen mit einfacher Bindestelle induzieren kann (Chiu et al., 1989). 
Solange jedoch nicht klar gezeigt ist, welche AP-1-Mitglieder an welchen Promotor binden, 
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bleibt es schwierig festzustellen, weshalb einige der Gruppe I-Mutanten in dem einen Falle die 
AP-1-Aktivität noch reprimieren, im anderen Falle jedoch nicht. 
Dennoch zeigen die in dieser Arbeit und die von anderen Gruppen beschriebenen Daten, daß 
GR-Mutanten erhalten werden können, die selektiv entweder nur die transaktivierende oder nur 
die transeprimierende Eigenschaft des GR beibehalten. Dies könnte darauf hinweisen, daß diese 
beiden genregulatorischen Funktionen von unterscheidbaren molekularen Eigenschaften des 
GR determiniert werden. 
4 .1. 2 Unterscheidung durch Liganden des G R 
In diesem Zusammenhang wurde weiterhin gezeigt, daß positive und negative Genregulation 
durch den GR auch durch die geeignete Wahl synthetischer Liganden des Rezeptors 
unterschieden werden kann. 
Frühere Ergebnisse, nach denen sich als Antagonisten des GR klassifizierten Steroid-Analoga 
wie beispielsweise RU486 zur Unterscheidung zwischen transaktivierender und trans-
reprimierender Funktion des GR eignen (Hecket al., 1994), konnten hierbeijedoch nur bedingt 
bestätigt werden. Die Beobachtung, daß diese Steroid-Analoga trotz mangelnder 
transaktivierender Wirkung die Repression eines AP-1-abhängigen Reportergens vermitteln 
können, beruhte auf transienten Transfektionsexperimenten mit einem Reporterkonstrukt mit 
multimerisierter AP-1-Bindestelle, bei denen der GR durch Kotransfektion überexprimiert 
wurde (Hecket al., 1994). Offenbar führten diese Bedingungen zu einer Situation, bei der der 
Effekt dieser Steroide auf die AP-1-Hemmung unphysiologisch verstärkt wurde. Die in dieser 
Arbeit beobachtete reprimierende Wirkung von RU486 und ZK98299 auf die Expression des 
endogenen Kollagenase I-Gens, vermittelt durch den endogenen GR, war wesentlich 
schwächer, als in diesen transienten Transfektionen. Ähnliches wurde auch in anderen 
Untersuchungen beobachtet (Vayssiere et al., 1997). Somit eignet sich diese Klasse von 
Steroid-Analoga nicht zur Unterscheidung der genregulatorischen Eigenschaften des GR. 
Dagegen konnten innerhalb einer weiteren Gruppe von Liganden im Rahmen dieser Arbeit die 
Steroid-Analoga ZK57740 und ZK77945 charakterisiert werden, die eine Transaktivierung von 
Zielgenen des GR vermittelten, jedoch keine oder nur schwache reprimierende Aktivität auf AP-
1- und NF-KB-regulierte Gene zeigten. Ergänzend hierzu wurde kürzlich eine Gruppe von 
synthetischen Steroid-Analoga beschrieben, die in einer umgekehrten Situation zwar noch die 
Repression der AP-1-Aktivität durch den GR bewirken, jedoch keine Transaktivierung mehr 
vermitteln (Vayssiere et al., 1997). Auch im Falle des Retinsäurerezeptors (RAR) sind solche 
dissoziierenden synthetischen Liganden beschrieben, die entweder nur Transaktivierung oder 
nur Repression der AP-1-Aktivität bewirken (Fanjul et al., 1994; Chen et al., 1995). Die in 
dieser Arbeit charakterisierten Steroid-Analoga liefern darüber hinaus insofern weitere 
Information, als ihre reprimierende Wirkung nicht nur auf die AP-1-Aktivität, sondern auch auf 
die Aktivität von NF-KB untersucht wurde. Da die dissoziierenden Liganden weder die AP-1-
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noch die NF-KB-Aktivität hemmen konnten, läßt sich vermuten, daß die transkriptioneile 
Interferenz zwischen dem GR und diesen beiden Transkriptionsfaktoren auf einem ähnlichen 
Mechanismus beruht. 
Wie im Falle der GR-Mutanten, die selektiv entweder nur zur Transaktivierung oder nur zur 
Repression in der Lage sind, läßt sich auch bei den dissoziierenden Liganden eine spezifische 
molekulare Eigenschaft des GR postulieren, die diese Effekte vermittelt. Dabei stellt sich die 
Frage, wie es dazu kommt, daß der GR in einer Situation, in der er die Expression eines Gens 
reprimiert, selbst transkriptioneil inaktiv ist, obwohl er doch potentielle Transaktivierungs-
domänen besitzt. Die Vermutung liegt nahe, daß eine spezifische Konformation des Rezeptor-
proteins dabei eine Rolle spielt, innerhalb derer beispielsweise die Transaktivierungsdomänen 
des GR maskiert sind. Diese Interpretation beruht auf Daten, die mit Hilfe eines partiellen 
proteelytischen V erdaus oder durch Analyse der Kristallstruktur beispielsweise für den PR und 
ER gezeigt haben, daß vor allem die Transaktivierungsfunktion AF-2 im C-Terminus der 
Rezeptoren nach Ligandenbindung eine drastische strukturelle Veränderung durchmacht und 
verschiedene Liganden unterschiedliche Konformationen des Rezeptorproteins bewirken (Allan 
et al., 1992; Allan et al., 1996; Brzozowski et al., 1997). So könnte man sich vorstellen, daß 
ein Rezeptor, der einen dissoziierenden Liganden gebunden hat, bzw. auch ein mutierter 
Rezeptor, in einer Konformation arretiert ist, die es ihm nur noch erlaubt, eine der beiden 
genregulatorischen Eigenschaften auszuüben. Für den PR und ER gibt es in jüngster Zeit 
Hinweise dafür, daß als molekulare Konsequenz einer solchen Konformation es dem Rezeptor 
ermöglicht wird, selektiv Koaktivatoren oder auch Korepressaren zu rekrutieren, die dann den 
Verlauf der Transkription beeinflussen (Jackson et al., 1997; Smith et al., 1997). 
4.2 Unterscheidung verschiedener Mechanismen der negativen 
Genregulation 
Bei einer wie oben beschriebenen Unterscheidung zwischen positiver und negativer 
Genregulation durch den GR muß auch immer berücksichtigt werden, daß im Gegensatz zur 
Aktivierung der Genexpression bisher noch kein einheitliches Modell für die Repression von 
Genen durch den GR formuliert wurde. Dies wird dadurch erschwert, daß der GR die 
Expression einer Vielzahl verschiedener Gene mit ganz unterschiedlichem Promotor-Kontext 
reprimiert. Da die Repression der Genexpression durch Glucocorticoide mit deren 
entzündungshemmender und immunsuppressiver Wirkung in Verbindung gebracht wird, wäre 
es von Interesse zu wissen, ob diese Effekte durch einen einheitlichen Mechanismus vermittelt 
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb mit Hilfe der dimerisierungsdefekten 
Gruppe II-GR-Mutanten, die nicht mehr DNA binden und transaktivieren, ein Vergleich der 
Transrepression an verschiedenen Zielgenen des GR durchgeführt. Dabei zeigte sich, daß diese 
Mutanten zwar noch die Expression AP-1- und NF-KB-regulierter Gene reprimieren konnten, 
nicht jedoch diejenige des Prolaktin-Gens, dessen Promotor ein negatives GRE enthält. 
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Demnach existieren offensichtlich mindestens zwei unterschiedliche Mechanismen der GR-
vermittelten Transrepression: ein DNA-unabhängiger Mechanismus (Typ A, siehe Tab. 2), der 
vermutlich auf der Ausbildung eines inaktiven Komplexes durch Protein-Protein-Interaktion 
basiert (im Falle der Interferenz mit AP-1 und NF-KB; zu NF-KB siehe auch 4.3), und ein 
DNA-abhängiger Mechanismus (Typ B, siehe Tab. 2), dem eine Kompetition um überlappende 
Bindestellen zugrunde liegt (im Falle des Rinder Prolaktin-Gens). Dieser Repressions-
mechanismus vom Typ B ist von den gleichen Faktoren abhängig (Dimerisierung und DNA-
Bindung) wie der Mechanismus der Transaktivierung durch den GR an einem klassischen 
GRE. 
Ob auch die Transrepression anderer Glucocorticoid-reprimierter Gene einem dieser beiden 
Mechanismen zugeteilt werden kann, bleibt zu überprüfen, ist jedoch wahrscheinlich. Die 
bisher zur Verfügung stehenden Daten lassen vermuten, daß auch die Repression weiterer 
Zielgene mit sogenanntem negativen GRE im Promotor dem DNA-abhängigen Mechanismus 
vom Typ B zugeordnet werden kann (z.B. Osteocalcin-Gen (Strömstedt et al., 1991), 
Corticotropin Releasing Hormon-Gen (Malkoski et al., 1997)). Dagegen ist es wahrscheinlich, 
daß weitere AP-1 und NF-KB-regulierte Gene, in deren Promotor sich keine Bindestelle für den 
GR befindet, nach einem DNA-unabhängigen Mechanismus vom Typ A durch den GR 
reprimiert werden. Hierzu gehört der Großteil der Gene, die eine Rolle bei Immun- und 
Entzündungsreaktionen spielen (siehe Tab. 1). 
Schwierig wird die Zuordnung zu einem dieser beiden Mechanismen in Fällen, bei denen sich 
im Promotor des Zielgens überlappende Bindestellen für AP-1 und den GR befinden 
(sogenanntes composite GRE), wie beispielsweise im Maus Proliferin-Gen (Mordacq und 
Linzer, 1989; Diamond et al., 1990). Ob der GR zur Repression der Transkription des 
Proliferin-Gens tatsächlich an dieses composite GRE bindet, muß durch in vivo DNA-
Bindungsstudien geklärt werden. Aufgrund der Nähe ihrer beiden Bindestellen ist es sehr 
wahrscheinlich, daß am Promotor dieses Gens auch eine Protein-Protein-Interaktion zwischen 
dem GRund AP-1 stattfindet. Im Gegensatz zu einem klassischen und einem negativen GRE 
ist der GR in Abwesenheit von AP-1 nicht zu einer Regulation des Proliferin-Gens in der Lage. 
Nur nach Bindung eines cJun/c-Fos-Heterodimers an das composite GRE reprimiert der 
aktivierte GR die Transkription dieses Gens. In Anwesenheit von c-Jun/c-Jun-Homodimeren 
verstärkt der GR jedoch sogar die AP-1-induzierte Transkription (Miner und Y amamoto, 
1992). Dasselbe Verhalten wurde interessanterweise auch bei der Interferenz des GR mit AP-1 
am Kollagenase I-Gen beobachtet (Teurich und Angel, 1995), was ein Indiz dafür sein könnte, 
daß der Mechanismus der Repression der AP-1-Aktivität am Proliferin-Gen und Kollagenase I-
Gen sehr ähnlich ist. Offenbar bestimmt in beiden Fällen die Art der Protein-Protein-Interaktion 
den Verlauf der Genregulation durch den GR. Zusammengenommen lassen diese Daten 
vermuten, daß die Repression von AP-1 am composite GRE des Proliferin-Gens eher dem 
DNA-unabhängigen Repressions-Mechanismus vom Typ A zugeordnet werden kann, der, wie 
im Falle der Repression des Kollagenase I-Gens, auf einer Protein-Protein-Interaktion 
zwischen GRund AP-1 beruht. 
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Ein entsprechender Vergleich und eine ähnliche Einteilung von verschiedenen Mechanismen der 
Transrepression durch den GR wurde kürzlich auch von Meyer et al., 1997, beschrieben. In 
dieser Studie wurde die Repression an einem negativen GRE und die Repression der AP-1-
Aktivität sowohl am Kollagenase I-Gen, als auch am composite GRE des Maus Proliferin-Gens 
analysiert und mit der Transaktivierung an einem klassischen GRE verglichen. Dabei konnte 
mit Hilfe einer Mutante in der DBD des Ratten-GR (K461A, entsprechend K442A im 
menschlichen GR; Starret al., 1996; siehe auch 4.1) ebenfalls zwischen zwei verschiedenen 
Mechanismen der Transrepression unterschieden werden: Während diese Mutante zur 
Repression der AP-1-Aktivität weder am Kollagenase I-Gen noch am composite GRE des 
Proliferin-Gens in der Lage war, konnte sie die Transkription an einem negativen GRE noch 
hemmen sowie die Transaktivierung an einem klassischen GRE noch vermitteln. Dies 
entspricht der in dieser Arbeit vorgeschlagenen Einteilung der Mechanismen der 
transkriptionellen Repression durch den GR. 
4.3 Transkriptionelle Interferenz zwischen dem GR und NF-KB 
Der Transkriptionstaktor NF-KB kontrolliert positiv die Expression vieler Gene, die an 
Entzündungs- und Immunreaktionen beteiligt sind und ist deshalb ein wichtiger regulatorischer 
Faktor bei diesen Prozessen. Der Mechanismus der Hemmung der NF-KB-Aktivität durch 
Glucocorticoide ist deshalb von großem wissenschaftlichem und medizinischem Interesse. 
Aufgrund zweierlei Daten wurden zwei Modelle vorgeschlagen, nach denen der GR die NF-
KB-Aktivität reprimieren könnte (siehe auch Abb. 3): durch eine Protein-Protein-Interaktion 
zwischen NF-KB-Untereinheiten und dem GR (Ray und Prefontaine, 1994; Caldenhoven et al., 
1995; Scheinman et al., 1995b) oder durch eine GR-vermittelte Synthese des Inhibitorproteins 
IKBa (Auphan et al., 1995; Scheinman et al., 1995a). Hierbei würde neusynthetisiertes IKBa 
die NF-KB-Funktion inhibieren, indem es NF-KB im Cytoplasma in einer inaktiven Form 
zurückhält. Im letzteren Falle würde die positive genregulatorische Eigenschaft des GR indirekt 
eine reprimierende Wirkung auf die NF-KB-Aktivität ausüben. 
Die relative Bedeutung dieser beiden postulierten Mechanismen in Bezug auf die Repression der 
NF-KB-Aktivität durch den GR wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. 
4. 3.1 Glucocorticoid-induzierte Synthese des Inhibitorproteins IKBa 
In einem ersten Schritt wurde zunächst überprüft, wie die hormoninduzierte Synthese des 
IKBa-Proteins zustande kommt. Dabei wurde gezeigt, daß Glucocorticoide die Transkription 
des IKBa-Gens an dessen Promotor induzieren können, was zu einer IKBa-mRNA-Synthese 
führt. Dies wurde durch Ergebnisse bestätigt, die zeigen, daß die hormoninduzierte IKBa-
mRNA-Synthese durch Actinomycin D gehemmt wird und Dexamethason die Halbwertszeit der 
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IKBa-mRNA nicht verändert, d.h. der Effekt nicht auf eine Stabilisierung der IKBa-mRNA 
zurückzuführen ist (Hecket al., 1997). 
Der Promotor des menschlichen IKBa-Gens trägt zwischen den Positionen -93 und -73 das 
Sequenz-Motiv GGACGAAGCCAGTTCT, welches die in einer GR-Bindestelle 
vorkommende konservierte Hexanukleotid-Folge AITGTTCT (unterstrichen) enthält, sowie 
drei der vier Kontaktstellen (fett gedruckt), die eine Bindung des GR an die DNA ermöglichen 
(Beato, 1989; Scheidereitet al., 1989). Dieses Rezeptor-Bindemotiv ist möglicherweise für die 
Regulation des IKBa-Promotors durch Glucocorticoide verantwortlich. Im menschlichen 
IKBa-Promotor ist dieses mutmaßliche GRE zwischen zwei Bindestellen für NF-KB (Ito et al., 
1994) lokalisiert. Im Rahmen eines negativen Rückkopplungsmechanismus wird das IKBa-
Gen selbst durch NF-KB positiv reguliert. Vermutlich ist die benachbarte Lage dieser 
Bindestellen für den in dieser Arbeit beobachteten synergistischen Effekt von TP A und 
Dexamethason am IKBa-Promotor verantwortlich. Solch eine Kooperation von Faktoren, die 
sich normalerweise gegenseitig in ihrer Aktivität inhibieren, wurde auch schon für GR und AP-
1 am Promotor des Metallothionein-Gens beschrieben (Jonat, 1990; Wade et al., 1995). Dies 
ist übereinstimmend mit weiteren Daten, die zeigen, daß der GR nicht nur die Aktivität anderer 
Transkriptionsfaktoren hemmt, sondern auch mit anderen Transkriptionsfaktoren an 
verschiedenen Promotoren bei der Induktion der Transkription kooperiert (Cato et al., 1988; 
Schüle et al., 1988; Strähle et al., 1988). 
Ein Hinweis darauf, daß die beschriebene Glucocorticoid-induzierte Synthese von IKBa 
möglicherweise nichts mit der Repression der NF-KB-Aktivität zu tun hat, ergab sich aus der 
Beobachtung, daß die Hemmung der NF-KB-Aktivität am ICAM-1-Gen durch den GR 
unabhängig von einer Protein-Neusynthese ist (van de Stolpe et al., 1993). In dieser Arbeit 
konnte dann deutlich gezeigt werden, daß eine durch Glucocorticoide erhöhte IKBa-
Proteinmenge für eine Hemmung der NF-KB-Aktivität nicht notwendig ist. Diese 
Schlußfolgerung basiert auf folgenden experimentellen Ergebnissen: Eine dimerisierungs-
defekte Mutante des GR, die weder Glucocorticoid-regulierte Gene transaktivierte, noch die 
IKBa-Synthese induzierte, ist immer noch in der Lage, die NF-KB-Aktivität zu reprimieren. Da 
dieser Rezeptor die IKBa-Synthese nicht mehr induzieren konnte, ist es wahrscheinlich, daß 
die Ausbildung eines Rezeptor-Dimers sowie die Erkennung und Bindung eines klassischen 
GREs tatsächlich für eine IKBa-Synthese durch Glucocorticoide notwendig sind. Diese 
Hypothese wird unterstützt durch die Tatsache, daß der Progesteronrezeptor (PR), der ein GRE 
erkennt (von der Ahe et al., 1985), ebenfalls die IKBa-Synthese induziert. Im Gegensatz dazu 
waren der Androgenrezeptor (AR), der bevorzugt eine verwandte aber andere Bindestelle 
erkennt (Adler et al., 199l.und 1992; Claessens et al., 1996), sowie der Estrogenrezeptor 
(ER), der ein GRE überhaupt nicht erkennt (Beato, 1989), zur IKBa-Synthese nicht in der 
Lage, obwohl beide Rezeptoren die NF-KB-Aktivität reprimieren können. Die Ergebnisse mit 
Estradiol bestätigen einen früheren Bericht, wonach die Hemmung der NF-KB-regulierten 
Expression des Interleukin (IL)-6-Gens durch Estradiol in Abwesenheit einer verstärkten 
IKBa-Synthese erfolgt (Stein und Yang, 1995). Im Gegensatz dazu berichtete vor kurzem eine 
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andere Arbeitsgruppe, daß 'eine Dihydrotestosteron (DHT)-vermittelte Repression der IL-6 
Genexpression von einem 69% Anstieg der lK::Ba-Synthese in LNCaP-Zellen begleitet ist 
(Keller et al., 1996). Dies stimmt nicht mit den in dieser Arbeit erhaltenen Daten überein, bei 
denen eine erhöhte IKBa-Synthese nach DHT-Behandlung derselben Zellinie nicht beobachtet 
werden konnte. Der Grund für diese beiden unterschiedlichen experimentellen Ergebnisse ist im 
Moment nicht klar. 
Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, daß dissoziierende Glucocorticoid-Analoga, die NF-
KB-regulierte Gene nicht reprimieren, dennoch die IKBa-Synthese induzierten. Dies zeigt klar, 
daß eine erhöhte Menge an IKBa-Protein für die Hemmung der Genexpression NF-KB-
regulierter Gene nicht notwendig ist. 
Die Frage nach der biologischen Signifikanz einer Glucocorticoid-induzierten Synthese von 
IKBa bleibt bestehen. Momentan fällt es schwer, basierend auf dieser Arbeit, der hormonellen 
Regulation der IKBa-Synthese eine biologische Bedeutung zuzuordnen. Obwohl die Daten 
anderer Arbeitsgruppen bestätigt werden konnten (Auphan et al., 1995; Scheinman et al., 
1995a), daß Dexamethason die Synthese des IKBa-Proteins um etwa das 2- bis 3-fache 
verstärkt, wurde in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt, daß in Anwesenheit von TNFa über einen 
Zeitraum von 30 Stunden kein Nettoanstieg der IKBa-Synthese stattfindet. Unter den gleichen 
Bedingungen und innerhalb desselben Zeitraums wurde jedoch die NF-KB-Aktivität durch den 
GR reprimiert. Diese Daten zeigen, daß eine hormoninduzierte IKBa-Synthese nicht mit der 
Hemmung der NF-KB-Aktivität durch Glucocorticoide in Verbindung gebracht werden kann. 
Während diese Arbeit durchgeführt wurde, berichtete auch eine andere Arbeitsgruppe, daß 
Glucocorticoide die NF-KB-Aktivität in endothelialen Zellen in Abwesenheit einer verstärkten 
IKBa-Synthese reprimieren (Brostjan et al., 1996). Diese Untersuchung bestätigt somit die hier 
dargestellten Daten einer IKBa-unabhängigen Repression der NF-KB-Aktivität durch den GR 
und zeigt, daß diese Ergebnisse auch auf andere Zelltypen übertragen werden können. 
4.3.2 Interaktion zwischen dem GR und NF-KB 
Zusammengenommen machen es die oben diskutierten Daten wahrscheinlich, daß der 
Mechanismus der NF-KB-Repression durch Glucocorticoide statt auf einer induzierten IKBa-
Synthese eher auf einer Protein-Protein-Interaktion zwischen dem nicht DNA-gebundenen GR 
und NF-KB beruht, wie es auch ursprünglich vorgeschlagen wurde (Ray und Prefontaine, 
1994; Caldenhoven et al., 1995; Scheinman et al., 1995b). Um die funktionelle Bedeutung 
dieser Protein-Protein-Interaktion zu klären, war es zunächst nötig, die Bereiche des GR zu 
identifizieren, die an einer Repression der NF-KB-Aktivität beteiligt sind. 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente mit Deletionsmutanten des GR zeigten, daß 
sowohl die DNA-Bindedomäne (DBD) als auch die Hormon-Bindedomäne (HBD) des GR für 
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eine funktionelle Repression der NF-KB-Aktivität erforderlich sind. Dies stimmt überein mit 
den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. So zeigten sowohl Caldenhoven et al. ( 1995) als 
auch Scheinman et al. (1995b), daß ein mutierter GR mit deletierter DBD die transkriptioneile 
Aktivität von NF-KB nicht reprimieren kann. Bei den Sequenzen innerhalb der DBD, die für die 
NF-KB-Repression notwendig sind, kann es sich jedoch nicht um dieselben handeln, die für 
eine Rezeptor-Dimerisierung und DNA-Bindung verantwortlich sind, da die dimerisierungs-
defekten Gruppe II-Mutanten die NF-KB-Aktivität noch vollständig reprimierten. Dies bestätigt 
auch die Vermutung, daß der GR zur Hemmung der NF-KB-Aktivität nicht an die DNA bindet. 
Erst kürzlich wurden durch Punktmutationen zwei Aminosäuren im C-terminalen Zinkfinger in 
der DBD des GR identifiziert, die für die Repression der NF-KB-Aktivität verantwortlich sein 
sollen (Liden et al., 1997). Interessanterweise ist der kompletteN-Terminusdes GR, und somit 
auch die für die Transaktivierung absolut notwendige Transaktivierungsfunktion AF-1, nicht an 
der NF-KB-Repression beteiligt (Caldenhoven et al., 1995; Scheinman et al., 1995b; diese 
Arbeit). Die Ergebnisse mit der C-terminalen Deletionsmutante des GR (Caldenhoven et al., 
1995; diese Arbeit) sind etwas schwieriger zu interpretieren, da diese Mutante den Bereich zur 
Hormonbindung nicht mehr enthält. Es ist beschrieben (Hollenberg et al., 1987; Godowski et 
al., 1988) und auch in dieser Arbeit gezeigt, daß diese Mutante ligandenunabhängig konstitutiv 
über die AF-1 im N-Terminus zur Transaktivierung in der Lage ist. Würde diese Mutante die 
für eine NF-KB-Repression notwendigen Bereiche noch enthalten, so würde man analog dazu 
zwar keine hormoninduzierte, jedoch eine hormonunabhängige Repression erwarten. Eine 
konstitutive Repression der TNFa-induzierten Reportergen-Aktivität war im Vergleich zu einer 
Negativkontrolle jedoch nicht zu beobachten. Der genaue Bereich im C-Terminus des GR, der 
an der transkriptioneilen Repression der NF-KB-Aktivität beteiligt ist, wurde funktionell nicht 
näher charakterisiert. 
Wie in dieser Arbeit, wurde eine in vitro Protein-Protein-Interaktion zwischen dem Wildtyp-GR 
und NF-KB-Untereinheiten auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Ray und 
Prefontaine, 1994; Caldenhoven et al., 1995; Scheinman et al., 1995b). Dabei gab es 
unterschiedliche Aussagen darüber, ob der GR sowohl mit der transkriptioneil aktiven p65- als 
auch mit der p50-Untereinheit von NF-KB interagiert. Zumindest für p65 wurde gezeigt, daß es 
über seine Rel-Homologie-Domäne mit dem GR interagiert (Wissink et al., 1997). In dieser 
Arbeit konnte eine Interaktion des GR mit beiden Untereinheiten beobachtet werden. Eine 
Interaktionsstudie von NF-KB-Untereinheiten mit bereits funktionell charakterisierten 
Deletionsmutanten des GR wurde in dieser Arbeit erstmals durchgeführt. So konnte ein Bereich 
im C-Terminus des GR in der Nähe der DBD identifiziert werden, der mit p50 und p65 
interagiert. In diesem Bereich überlappen sich offenbar die Sequenzen, die für die Interaktion 
mit p50 bzw. p65 verantwortlich sind. Ein direkter Vergleich der mit den Deletionsmutanten 
erhaltenen funktionellen Daten aus den Transfektionsexperimenten mit denjenigen aus den 
Interaktionsstudien (siehe auch Tab. 4) läßt den Schluß zu, daß eine Interaktion zwischen dem 
GRund p65 notwendig ist, aber nicht ausreicht, um eine Repression der NF-KB-Aktivität zu 
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erreichen. (Eine Interaktion des GR mit p50 scheint dagegen keine Voraussetzung zu sein für 
die transkriptioneile Interferenz des GR mit der NF-KB-Aktivität.) 
Anhand dieser Daten läßt sich ein Modell postulieren, wonach zunächst der im C-Terminus des 
GR definierte Bereich den Kontakt mit der p65-Untereinheit herstellt, um beide Proteine in eine 
räumliche Nähe zueinander zu bringen. Nach dieser physikalischen Interaktion sind dann 
vermutlich zusätzlich bestimmte Sequenzen in der DBD des GR notwendig (wie beispielsweise 
die von Liden et al., 1997 definierten), die bewirken, daß es zu einer Störung der 
transkriptioneilen Aktivität von NF-KB kommt. Man könnte sich vorstellen, daß die direkte 
Interaktion des GR mit p65 eine "reprimierende" Konformation des Rezeptors induziert, die 
beispielsweise in der Lage ist, den Kontakt von NF-KB mit einem Koaktivator oder der basalen 
Transkriptionsmaschinerie zu unterbinden. Erst kürzlich wurde berichtet, daß CBP/p300 nicht 
nur ein Koaktivator für AP-1 und den GR ist, sondern auch für p65 (Gerritsen et al., 1997). So 
wäre es theoretisch möglich, daß der GR, wie es im Falle von AP-1 vorgeschlagen wurde, die 
NF-KB-Aktivität durch Konkurrenz um limitierende Mengen des gemeinsamen Koaktivators 
CBP/p300 reprimiert. Bisher gibt es hierfür jedoch keinerlei Hinweise. Dieser Mechanismus 
würde auch nicht zwangsläufig eine Protein-Protein-Interaktion zwischen dem GRund NF-KB 
involvieren. Dennoch besteht die Möglichkeit, daß der GR zusätzliche Proteine rekrutiert (nicht 
notwendigerweise Kofaktoren), die beispielsweise an einer Stabilisierung des GR/NF-K:B-
Komplexes oder sogar aktiv an der Hemmung der transkriptioneilen NF-KB-Aktivität beteiligt 
sind. Künftige Untersuchungen sollten die Beteiligung solcher potentieller Hilfsfaktoren mit 
einbeziehen. 
In Bezug auf einen möglichen Mechanismus der Interferenz des GR mit der NF-KB-Aktivität 
wurde weiterhin beschrieben, daß der GR die Bindung von NF-K:B an die DNA verhindert 
(Ray und Prefontaine, 1994; Scheinman et al., 1995b). Diese Daten beruhenjedoch auf in vitro 
durchgeführten DNA-Bindungsstudien und es ist dringend notwendig, daß diese Daten in vivo 
überprüft werden, um beispielsweise zu klären, ob diesbezüglich ein Unterschied zu dem 
Mechanismus der AP-1-Repression durch den GR besteht. Im Falle der GR/AP-1-Interferenz 
wurde aus dem gleichen Grunde lange geglaubt, daß AP-1 durch den GR von der DNA 
verdrängt wird. Dies hat sich später in in vivo-Bindungsstudien jedoch nicht bestätigt. 
Aufgrund der in 4.1 und 4.2 diskutierten Daten mit dissoziierenden Liganden und GR-
Mutanten ist es wahrscheinlicher, daß die Mechanismen, die zu einer AP-1- und zu einer NF-
KB-Repression durch den GR führen, sehr ähnlich sind. 
4. 4 Physiologische Bedeutung der negativen Genregulation 
Basierend auf ihrer Fähigkeit zur physiologischen Regulation der Immunfunktionen des 
menschlichen Körpers sind Glucocorticoide sehr wirksame anti-inflammatorische und 
immunsuppressive Substanzen. Ihre sinnvolle therapeutische Anwendung wird jedoch durch 
schwere Nebenwirkungen begrenzt, die vor allem nach Langzeitanwendung auftreten. Mit 
einem besseren Verständnis der molekularen Mechanismen der anti-inflammatorischen Wirkung 
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von Glucocorticoiden könnte es möglich sein, die erwünschten und unerwünschten Wirkungen 
dieser Hormone voneinander zu trennen. 
Mechanistisch gesehen wäre möglich, daß diese unterschiedlichen biologischen Wirkungen aus 
den positiven und negativen Effekten des GR auf die Genexpression resultieren. Folglich ist 
seit langem das Ziel vieler Untersuchungen, diese beiden Funktionen des GR zu trennen und 
festzustellen, in welchem Ausmaß sie jeweils an der anti-inflammatorischen Wirkung von 
Glucocorticoiden beteiligt sind. Da eine Vielzahl immunregulatorischer Gene durch 
Glucocorticoide reprimiert wird, nimmt man an, daß die negative genregulatorische Wirkung 
des GR für die anti-inflammatorischen Effekte dieser Hormone notwendig ist (zur Übersicht 
siehe auch Cato und Wade, 1996). Trifft dies zu, so wäre es bedeutend zu wissen, ob der GR 
einen oder verschiedene Mechanismen benutzt, um die Expression dieser Gene zu reprimieren. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige Daten erhalten, die dazu beitragen, dem molekularen 
Verständnis der anti-inflammatorischen Wirkung von Glucocorticoiden einen Schritt näher zu 
kommen. 
Die Ergebnisse mit Mutanten und synthetischen Liganden des GR haben gezeigt, daß, obwohl 
offensichtlich zwei unterschiedliche Mechanismen für die Repression von Genen durch den GR 
existieren (Typ A und Typ B; siehe auch 4.2), der GR vermutlich einen ähnlichen 
Mechanismus für die Hemmung der Aktivität von AP-1 und NF-KB benutzt. AP-1 und vor 
allem NF-KB sind die wichtigsten Transkriptionsfaktoren bei der positiven Regulation der 
Expression immunregulatorischer Gene (siehe auch Tab. 1). Es ist noch nicht geklärt, ob die 
Interferenz zwischen dem GR und and~ren Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls an der 
positiven Kontrolle immunregulatorischer Gene beteiligt sind (z.B. NF-AT, c/EBPß), auch 
diesem Mechanismus zugeordnet werden kann. Dennoch liefern die hier dargestellten Daten 
einen Hinweis darauf, daß die Hemmung immunregulatorischer Gene durch den GR (als Basis 
der anti-inflammatorischen Wirkung von Glucocorticoiden) nach einem einheitlichen 
Mechanismus erfolgt. Dieser Mechanismus kann von der transaktivierenden Eigenschaft des 
GR getrennt werden, was eine wichtige Voraussetzung ist, will man die therapeutische 
Wirksamkeit von Glucocorticoiden durch Dissoziation dieser Eigenschaften des GR 
verbessern. 
Ein problematischer Punkt in Bezug auf die Zuordnung der anti-inflammatorischen Wirkung 
von Glucocorticoiden zu der genreprimierenden Eigenschaft des GR war die Hypothese, daß 
Glucocorticoide durch Induktion der Transkription des IKBa-Gens indirekt die Expression NF-
KB-regulierter Gene reprimieren. Dies würde den Versuch extrem erschweren, durch Trennung 
der genaktivierenden und genreprimierenden Eigenschaften des GR anti-inflammatorisch 
wirksame Glucocorticoide mit reduzierten Nebenwirkungen zu erhalten. In dieser Arbeit konnte 
diese Problematik geklärt werden, indem gezeigt wurde, daß die Hemmung NF-KB-regulierter 
Gene völlig unabhängig von einer Glucocorticoid-induzierten Ild3a-Synthese ist und auf einem 
anderen Mechanismus beruht. 
Das entscheidendste Resultat dieser Arbeit in Bezug auf eine mögliche Trennung der 
Glucocorticoid-Wirkungen ergab sich jedoch aus dem Vergleich der genregulatorischen und 
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anti-inflarnmatorischen Eigenschaften synthetischer Glucocorticoid-Analoga. Glucocorticoid-
Analoga, die im Tiermodell keine anti-inflammatorische Wirkung mehr zeigten, waren auch 
nicht in der Lage, die Expression NF-KB- und AP-1-regulierter Gene zu reprimieren. Dies zeigt 
direkt, daß die Hemmung AP-1 und NF-lCB-regulierter Gene durch den GR mit der anti-
inflammatorischen Wirkung von Glucocorticoiden korreliert. Dieselben synthetischen Analoga 
vermittelten jedoch die Transaktivierung Glucocorticoid-regulierter Gene, was zeigt, daß die 
genreprimierende Eigenschaft des GR, und nicht seine genaktivierende, der entscheidende 
Parameter bei der Vermittlung anti-inflammatorischer Effekte ist. Interessanterweise wurden 
diese Daten erst kürzlich durch die Untersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe bestätigt. 
Vayssiere et al. ( 1997) identifizierten in einer umgekehrten Situation synthetische 
Glucocorticoide, die zur Repression AP-1-regulierter Gene noch vollständig in der Lage waren, 
aber keine Transaktivierung durch den. GR vermitteln konnten. Übereinstimmend mit dem 
Modell, daß die genreprimierende Eigenschaft des GR mit der anti-inflammatorischen 
Glucocorticoidwirkung korreliert, haben diese Substanzen ihre anti-inflammatorische Aktivität 
beibehalten. Es wurde nicht überprüft, ist jedoch sehr wahrscheinlich, daß sie auch die 
Expression NF-lCB-regulierter Gene noch hemmen. Im Hinblick auf die Hypothese, daß die 
unerwünschten Nebenwirkungen einer Glucocorticoid-Therapie von der positiven gen-
regulatorischen Eigenschaft des GR vermittelt werden, könnten solche Substanzen potentiell 
eine neue Klasse anti-inflammatorischer Glucocorticoide mit reduzierten Nebenwirkungen 
darstellen. 
Die in dieser Arbeit erzielte Trennung der positiven und negativen Wirkungen des GR, sowie 
die Zuordnung der anti-inflammatorischen Wirkung von Glucocorticoiden zur transkriptionellen 
Repression durch den GR bildet deshalb eine Basis für weitere Untersuchungen mit dem Ziel, 
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